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Abstract 



The invention relates to solid, particulate lipid-based excipients which are loaded with cyclosporin. Said 
excipients have improved blopharmaceutical properties for cyclosporins in vivo, are of a better quality (In 
terms of fineness, homogeneity of the particles, Inclusion of the medicament) and are more physical stable 
in the particulate formulation (no aggregation or gel formation). The Invention also relates to a therapeutic 
treatment with cyclosporin formulations which produce an average blood level concentration in the steady 
state range of 300 ng/ml to over 1000 ng/ml. preferably over 800 ng/ml, especially up to 900 ng/ml, 
preferably 400 ng/ml to 800 ng/ml in the absence of high initial blood level concentrations essentially over 
1500 ng/ml, especially over 1200 ng/ml. This blood level concentration is preferably maintained for an 
extended period of at least 5 hours, preferably at least 7 hours. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Pharmazeutische Ciclosporin-Formulierung mit verbesserten biopharmazeutischen Eigenschaften, erhohter 
physikalischer Qualitat und Stabilitat sowie Verfahren zur Herstellung 

@ Die Erfindung betrifft CIclosporin-beladene feste parti- 

kulare Arzneistofftrager auf Lipidbasis mit verbesserten 

biopharmazeutischen Eigenschaften fur Ciclosporine in 

vivo, verbesserter Qualitat (Feinheit und Glelchformigkeit 

der Partiket, ArzneistoffeinschluB) und verbesserter phy- 
sikalischer Stabilitat der partlkularen Formulierung (Aus- 

bleiben von Aggregation und Gelbildung). Ferner umfal^t 

die Erfindung eine therapeutische Behandlung mitCiclo- 

sporin Formulierungen, die eine mittlere Blutspiegelkon- 

zentration im Steady State Bereich von 300 ng/ml bisuber 

1000 ng/ml, vorzugsweise uber 800 ng/ml, insbesondere 

bis 900 ng/ml, bevorzugt von 400 ng/ml bis 800 ng/ml un- 

ter Abwesenhelt hoher initialer Blutspiegetkonzentratio- 

nen uber 1200 ng/ml erzeugt, die vorzugsweise uber ei- 
B nen verlangerten Zeitraum von mindestens 5 h, vorzugs- 
i wets mindestens 7 h anhatt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung beschreibt mit Ciclosporin (gelegenilich auch Cyclosporin geschrieben) oder Ciclosporinderivaten na- 
turlichen und/oder synthetischen Ursprungs beladene partikulare Sysleme mil verbesserten biopharmazeutischen Eigen- 
5 schaften fiir Ciclosporine in vivo, vcrbesserter Qualilat (Fcinheit und Gleichforniigkeit der Parlikel, Arzneistoflfein- 
schluB) und vcrbesserter physikalischer Stabilitat der partikulSren Formulierung (Ausbleiben von Aggregation und Gel- 
bildung). 

Hintergrund der Erfindung 

10 Ciclosporine sind cyclische Oligopeptide. Es handelt sich um eine Gruppe natiirlicher Oligopeptide von Ciclosporin A 
bis Ciclosporin Z. Synthetische Derivate sind cbenfalls beschrieben worden (SDZ IMM 125, Hydroxyethyl Derivat des 
D-Serin-8-Ciclosporins). 

Ciclosporin A ist ein lipophiles Molekul bestehend aus 11 Aminosauren. Es wird durch Klz-Feniientierung gewon- 
nen. Das Molekulargewichl beiragt 1203. 
15 Handelsprodukte: Sandimmun® Sandimmun Optoral® (auBerhalb Deutschlands = Sandimmun Neoral®) [A. Meinzer, 
E. Muller, J. Vonderscher, Pcrorale Mikrocmulsionsformulierung - Sandimmun Optoral®/Neoral® in: Pharmazeutische 
Technologic: Modeme Arzneiformen, R.H. Muller und G.E. Hildcbrand (Hrsg.), Wissenschaftliche VerlagsgeseUschaft 
Stuttgart, 169-177, 1998]. 

Ciclosporin A wird vorzugsweisc als Immunsuppressivum nach Oigantransplantationen eingesetzt Andere Anwen- 

20 dungsgebicte sind Autoimmuncrkrankungen, Psoriasis und Diabetes. Alle Ciclosporine - natOrliche und synthetische - 
konnen in dieser Erfindung genutzt werden. 

Die Ciclosporine sind sehr lipophilc Sloffe und in Wasser nur sehr schvi^cr loslich (z. B. Ciclosporin A: < 0,004% m/V 
in Wasser bei 25®C). Die hohe Lipophilic und schlechte Wasserloslichkeit sind die Hauptprobleme fiir die Herstellung ei- 
ner geeigneten phaimazeutischen Zubereitung. Aufgrund der besseren Loslichkeit in fetlen Olen und Alkohol wurde 

25 Sandimmun® mit diesen Inhaltsstoffen als Losungsvermittler fiir die orale Anwendung in Form eines Emulsionskonzen- 
trates entwickclL Das Emulsionskonzcnirat besteht aus 100 mg Ciclosporin, gelost in 1 ml einer Mischung aus OU Etha- 
nol und einem Emulgator, Macrogolglycerol-trioleat-linolal. Das Konzentrat muB vor Gebrauch verdunnt werden, z. B. 
durch Einriihien mit einem L5fFel in kalte Milch, Kakao oder in Fruchtsaft. Diese nicht-standardisierte, ineffiziente Mi- 
schungsprozedur fiihrt zurBildung einer groben, inhomogenen o/W Emulsion mit relativ groBer IhjpfchengrdBe. In vivo 

30 variiert die BiovcrfOgbarkeit nach oraler Gabe im Extrcmfall zwischen 10% bis 60% [T. Beveridge, A., Gratwohl, K, Mi- 
chot. et al., Curr. Ther. Res., 30 (5), 1981]. 

Neben der Formulierung als Trinklosung ist Sandimmun® auch als Kapsel erhaltlich. Die Kapseln enthalten 
25 mg/100 mg Ciclosporin A aufgclost in einer Mischung von Ol, Ethanol und Emulgator. In diesem Fall wird die oligc 
Zubereitung im Magen durch peristaltische Bewegungen dispeigiert. Es handelt sich auch hier um ein inefiizientes Ver- 

35 fahren der Oldispergierung. 

Altemativ wurde die Ciclosporin A-bcladene Olphase in weiteren Untersuchungen auch schon mit Hilfe der Hoch- 
druckhomogenisation behandelt. Dies fuhrie zu einer feineren O/W Emulsion Pietl, H., Pharmaceutical preparation 
containing cyclosporin(s) for oral administration and process for producing same. United States Patent 5,637,317, 1997]. 
Dieses Patent beinhaltet jedoch keinerlei Daten uber die physikalische Stabilitat der homogenisierten Emulsion wahrend 

40 der Lagerung und keine in vivo Daten, die beweisen, dafi der HomogenisadonsprozeB zu einer Erhdhung der Bioverftig- 
barkeit fiihren kann. Es ist bekannl, daB Ciclosporin - dispeigiert in der Olphase einer OAV Emulsion - nach einigcn Ta- 
gen prazipitiert und groBe Kristalle durch auskristallisierenden Arzneistoff in der Emulsion bildet bzw. aus der Olphase 
herausgedrangtes Ciclosporin aufschwimmt und auf der Oberflache einen Rand od« Film bildet. Dieses Problem ist bei- 
spielswcise auch fiir die Sandimmun Trinkemulsion bekannt Zusatzlich ist bekannt, daB die Einarbeitung eines Arznei- 

45 stoffes in die Olphase einer O/W Emulsion die physikalische Stabilitfit der Emulsion durch auftretende Koaleszenznei- 
gung verringem kann [S.S. Davis, Phannaceutical aspects of i.v. fat emulsions, J. Hosp. Pharm., 32, 149-170, 1974]. Die 
geringe IVdpfchengrdBe ist nicht der allcinig entscheidende Faktor zur Erhdhung der Ciclosporin Bioverfugbarkeit Die 
Homogenisation d^ Emulsion wird nicht alleine automatisch zur Bioverfugbarkeitserhohung fOhren, da die gewdhnli- 
che Ciclosporin A-Resorption zum groBen Tfeil auch von der Gallensalzsekretion beeinfluBt wird. [A. Meinzei; E. Muller, 

50 J. Vonderscher, Pcrorale Mikrocmulsionsformulierung - Sandimmun Optoral'^^/Ncoral™, in Pharmazeutische Techno- 
logic: Modeme Arzneiformen, R.H. Muller und G.E. Hildcbrand (Hrsg.), Wissenschaftliche VerlagsgeseUschaft Stutt- 
gart, 1998]. Ncben dem AusmaB der AusschUttung von Gallcnsalzcn ist die Aufnahme von Nahrung wahrend der Arz- 
neistoffresorption ein bedeutender Faktor, der die Bioverfiigbarkcit von Ciclosporin beeinflussen kann. AuBerdem ist die 
Arzneistoflfreisetzung aus Emulsionen abhangig vom Vcrteilungskoeffizientcn. Dieser EinfluB kann kaum kontroUiert 

55 werden, um nicht-variable verlangerte Blutspicgel zu erreichen. Diese Nachteilc von O/W Emulsionen (d. h. grobdisper- 
sen Emulsionen) sind bereits fiir andere Ciclosporin Emulsionen beschrieben worden [z. B. A. Hbell et al.. Cyclosporin 
A in fat emulsion carrier. Immunosuppressive effect in vitro, J. Immunolo. 35, 231-236, 1992]. 

Die nachste Entwicklungsstufe war der Austausch der grobdispersen Sandimmun® Formulierung durch die Mikroe- 
mulsion Sandimmun Optoral®. Dies fiihrte zu einer nahezu von der Gallensalzsekretion unabhangigen Resorption von 

60 Ciclosporin A [A. Meinzer, E. Miiller, J. Vonderscher, Perorale Mikrocmulsionsformulierung - Sandimmun Optoral''^/ 
Neoral''''^, in Pharmazeutische Technologic: Modeme Arzneiformen, R.H. Muller und G.E. Hildcbrand (Hrsg.), Wissen- 
schaftliche VerlagsgeseUschaft Stuttgart, p. 176, 1998], Eine Mikroemulsion beinhaltet keine diskreten TVopfchen, Es 
handelt sich um eine "kritische Losung" [B.W. MiiUcr, Mikroemulsionen als neue Wirkstofftragersystemc, in Pharma- 
zeutische Technologic: Modeme Arzneiformen, R.H. MuUer und G.E. Hildcbrand (Hrsg.), Wissenschaftliche Verlagsgc- 

65 sellschaft Stuttgart, 161-168, 1998; B.W. Muller, H.J. Franzky. C.J. KoUn, US Patent Nr. 4,719,239, 1988]. Die orale 
Gabe der Ciclosporin A-Mikroemulsion reduziert die Variabilitat der Resorption, fiihrte jedoch zu hohen initialcn Blut- 
spiegelpeaks, deutlich Uber dem Grenzwert von 10(X) ng/ml (Abb. 1, rechts). Diese Blutspicgclpeaks soUten in einer op- 
timienen Zubereitung verhindert werden. 
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Zusammenfassung 

Momenlan sind die hauptsachlichen technologischen und biopharmazeutischen Probleme von Ciclosporin A-Formu- 
lierungen: 

5 

1. die pharmazeutische Qualitat und physikalische Siabiliiat der Zubereilung (z.B. grobdisperse Emulsion, Bil- 
dung von Ciclosporin A-Krisiallen, Koaleszenz). 

2. die hohe Variabilitat der Blutspiegel. 

3. Blutspiegelpeaks > lOOO ng/nal, die toxische Nebenwirkungen begrunden. 

10 

Aufgabe der Erfindung sollte die Beseitigung der oben genannten Probleme bei der Herslellung und hinsichdich der 
Wirkung von Ciclosporin-Formulierungen sein. 

Diese Aufgabe wird durch einen AnaieisloffUrager, der feste Lipidpartikel beladen mil Ciclosporin umfaBl, bzw. des- 
sen Verwendung gelost 

Das Ausbleiben von Blutspiegelpeaks und die verlangerte Freisetzungszeit wurde durch den Einsatz feiner Partikel 15 
von festen Lipiden erreicht. Im Gegensatz zur fliissigen Olphase einer O/W Emulsion kann aufgrund der festen Lipidma- 
irix das Freisetzungsprofii durch Difilision des Arzneisioffs in der sich abbauenden Lipidmairix gesteuert werden. 

Lipide werden aufgrund des lipophilen Charaklers des Arzneistoflfs Ciclosporin als idealen Kandidaten fur die Einar- 
beitung in Lipidpartikel ab Matrixmalerial bevorzugt. Zusatzlich kannen Lipidpartikel im Gegensatz zu Polymerparti- 
kehi durch Hochdruckhomogenisaiion im industriellen MaBstab heigestellt werden. [R.H. MOller und S J. Lucks, Europ. 20 
Patent EP 0 605 497 Bl, 1996]. 

Die Herstellung des Arzneistofftrager erfolgt vorzugsweise unter AusschluB halogeniener organischer Ldsungsmittel, 
und insbesondere bevorzugt unter AusschluB von oiganischen LSsungsmitteln uberhaupt. 

Die zwei grundlegenden Herslellungstechniken sind die HeiBhomogenisadon und die Kalthomogenisation [C. 
Schwarz, W. Mehnen, J.S. Lucks, R.H. MuUar, Solid lipid nanoparticles (SLN) for controlled drug delivery. I. Produc- 25 
tion, characterization and sterilization, J. Controlled Rel., 30, 1994, 83-96]. 

Fur die HeiBhomogenisationstechnik wird der Arzneistoflf in dem geschmolzenen Lipid zunachst gelost bzw. fein dis- 
pergieri. Anschliefiend wird das arzneistoffbeladene Fett in einer heiBen Emulgatoridsung bei Tfemperaturen uber dem 
Schmelzpunkt des Lipids dispeigiert und durch Rahren zu einer Voremulsion verarbeitet. Diese grebe ^^remulsion wird 
anschliefiend durch Hochdruckhomogenisation bei Driicken zwischen 100 bar und 1 500 bar in einem oder mehreren 30 
Homogenisationszyklen fein dispeigien. Die Hochdruckhomogenisation erfolgt ebenfalls bei Tfemperaturen oberhalb 
des Schmelzpunkles der Lipidxnatrix. Die erhaltene Nanoemulsion wird abgekuhlt. Das Fett rekrislallisiert und bildct fe- 
ste Lipidnanopartikel (SLN). 

Beim Einsatz der Kalthomogenisationstechnik verbleibt das Fett im festen Zustand, d. h. die Homogenisadon findet 
bei Temperaturen unterfaalb des Lipidschmelzpunktes statt. Zuvor wurde das arzneistofinseinhaltende Fett mit Hilfe einer 35 
MOhle, z. B. einer Morsermiihle, zu Mikroparlikehi zerkleinert. Die erhaltenen Lipidpartikel werden anschlieBend in ei- 
ner kalten Emulgatoridsung dispergiert, und mittels der Hochdruckhomogenisation homogenisi^ Die Sch^krafte und 
die Kavitation sind hoch genug, um das feste Lipid zu zerkleinem und ultrafeine feste Lipidpartikel, d. h. feste Lipidna- 
nopartikel, zu bilden. 

Beide Techniken wurden fiir die HcrsteUung von Ciclosporinbeladenen Lipidformuliarungen in diescr Erfindung her- 40 
angezogen. 

Der erfindungsgemaBe Arzneistofftrager umfaBt dabei insbesondere tensidhaltige oder tensidfreie Partikel eines Li- 
pids Oder einer Mischung von Lipiden, die in einem PartikelgroBenbereich von 10 nm bis 100 pm liegen und bei Raum- 
temperatur fest sind, wobei die Partikel der Hautpopulation einen mittleren Teilchendurchmesser von 40 nm bis 100 pm 
aufweisen und herstellbar sind, indem entweder eine innere Phase (Lipidphase) in einem Dispersionsmedium (Wasser, 45 
waBrige Losung oder eine mil Wasser mischbare Russigkeit) in geschmolzener oder erweichter Form dispeigiert wird, 
Oder eine innere Phase (Lipidphase) in einem Dispersionsmedium in einer festen Form dispeigiert wird, wobei die feste 
Phase hierbei vor dem DispergierprozeB fein zerkleinert wird. 

Die bei Raum temper alur fesiem Zustand vorliegen Partikel weisen vorzugsweise einen Ibilchendurchmesser von 
10 nm bis 10 pm auf, wenn sie durch Hochdruckhomogenisation heigestellt worden sind, wobei die Partikel der Haupt- 50 
population einen mittleren PCS Teilchendurchmesser im Bereich von 40 nm bis 1000 nm bcsitzen. Bevorzugt weisen die 
Partikel der Hauptpopulation einen mittleren Teilchendurchmesser im Bereich zwischen IQO nm und 5(X) nm auf, wobei 
mil geeigneien ausgewahlten ProzeBparameiem und Zusatzen die PCS Teilchendurchmesser im Bereich zwischen 40 nm 
und 100 nm liegen konnen. Die Hauptpopulation beslehl dabei aus der Mehrzahl der Tfeilchen der Population. 

Als weitere Zerkleincrungsverfahren zur Herslellung des erfindungsgemaBen Arzneislofftragers eignen sich auch 55 
Hochgeschwindigkeits-Ruhrung, Ulu^schall-Beschallung oder ein MahlprozeB, insbesondere mit Einsatz von Riissig- 
strahl- (jet stream) oder Luftsu-ahlmuhlen, wobei die festen Partikel der Hauptpopulation einen mittleren Tfeilchendurch- 
messer von 0,5 pm bis 100 pm (detektiert mittels Laserdiffraktomeirie) aufweisen. 

Um das oral zu applizierende Volumen der Endformulierung geniigend klein zu halten, ist es bevorzugt, die Lipidma- 
irix mil 20% des Arzneisioffs Ciclosporin A zu beladen. In friiheren Unlersuchungen wurde berichlet, daB eine hohe Arz- 60 
neistoffbeladung der Lipidmairix, beispielsweise eine 20% Tetracain-Beladung, zu sehr groben Dispersionen fuhrte. Die 
Partikelaggregauon wurde begunsUgl und innerhalb der ersien Stunden nach Herslellung tral ein Geliervoi^gang ein [A. 
zur Muhlen, C. Schwarz, W. Mehnerl, Solid lipid nanoparticles (SLN) for conlroUed drug delivery - drug release and re- 
lease mechanism, Eur. J. Pharm. Biopharm., in press, 1998], Deswegen wurde erwartel, daB die Herslellung einer Ciclo- 
sporin Lipidpartikel Dispersion bei vergleichbar hoher Arzneisioflfbeladung der Lipidmairix im Nanometerbereich mil 65 
hoher Dispersitat (= gcringe Parti kelgroBe) und einer ausreichenden physikalischen Siabiliiat nicht sehr wahrscheinlich 
ware. Jedoch konnte der gegenleilige Effekt beobachlel werden. Die PartikelgroBe der Ciclosporin- beladenen Lipid Di- 
spersion nahm mit ansteigendem Ciclosporin Gehall der Lipidmairix ab und gleichzeiiig verringerte sich die Polydisper- 
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sitat der Dispersion. Ciclosporin begunstigt die Ausbildung ultrafeiner Lipidpartikel von geringer PartikelgroBe und ho- 
her Gleichfbrmigkeit. Die Zugabe von Ciclosporin in die Lipidniatrix erhoht die pharmazeutische Qualit^t der Lipidna- 
noparlikel Dispersion mil einem Stabilitatsoptimum bei einer ArzneisiofTbeladung von 20% (V/V). 

Der erfindungsgemaBe Arzneistofftrager weist daher einen Gehali der inneren Phase (Lipidphase) bezogen auf die Ge- 
5 samtfonnulierung im Bereich von 0,1% bis 40% (ni/m) und insbesondere im Bereich von 1% bis 20% (m/m) auf. 

ArzneistofFbeladcne Lipidnanopartikel wurdcn bisher gencrell als wenig physikalisch stabil beschrieben [C. Schwarz, 
Feste Lipidnanopartikel: Herstellung, Charakterisierung Arzneistoffinkorporation und -freisetzung. Sterilisation und Ly- 
ophilisation, Disserlalionsschrifl, Freie Universitat Berlin, 1995]. Die De-Stabilisation dieser Formulierung erfolgt in 
drei Stufen: 

to 

1. Die Lipidpartikel aggregieren, wie eindeutig durch das Anwachsen der mitderen Teilchendurchniesser erkenn- 
bar ist. 

2. Die Viskositat der Dispersion steigl stark an und deutet auf einen voranschreitenden Kontaki zwischen den Ag- 
gregaten bin. 

15 3. Die Lipidnanopartikel bilden zunachsl eine leichl cremige Konsistenz. Spater bilden sie feste Gele. 

Das Gel ist zusamniengcsetzt aus einem Netzwerk der Lipidpartikel. Es wurde beobachtel, daB die Bildung von Gelen 
von einer Reduktion der Fraktion an a-Modifikation und einem gleichzeitigen Anwachsen der Fraktion der p- bzw. P'- 
Modifikation begleiiet war [C. Freiias, R.H. Miiller, Long-iemi stability of solid lipid nanoparlicles (SLN^m). n. Influ- 

20 ence of crystallinity of the lipid and shear forces, submitted to Eur, J. Pharm. Biopharm. 1 997]. 

Lipidpartikel Dispersionen, die physikalisch stabil waren (keine Aggregatbildung, keine Bildung von Gelen), zeigten 
kaum eine Abnahme bzw. sogar noch eine leichte Zunahme der Fraktion der a-Modifikaiion wahrend der Lagerung. In 
diesem Fall wurde kein Lipidanteil in die p- bzw. p-Modifikation transformiert [C. Freiias, R.H. Muller, Long-term sta- 
bility of solid lipid nanoparlicles (SLN^m). n. Influence of crystallinity of the lipid and shear forces, submitted to Eun J. 

25 Pharm. Biopharm. 1997]. Es ist bekannl, daB die Anwesenheit von ArzneisloSen in der Lipidmatrix die Krisiallisalion in 
der stabileren p- bzw. p*-Modifikation begiinstigt [B. Siekmann, Untersuchungen zur Herstellung und zum Rekristallisa- 
lionsverhalten schmelzemulgierter i.v. applizierbarer Glyceridnanopartikel, Dissertationsschrift, Techn. Universitat Ca- 
rolo-AA^lhelmina zu Braunschweig, 1994], 

Partikel aus reinem Lipid, welche normalerweise nach Produktion in einem flussigen Zustand verbtieben und eine ver- 

30 zSgerte Rekristallisation nach Tkgen oder Wochen zeigten, konnien in ihrer Rckristallisation durch die Einaibeitung von 
Arzneistoffen beschleunigt werden. Daher wurde erwartet, daB die Ciclosporin-Einarbeitung in die Lipidmatrix die Li- 
pidpartikel Dispersion destabilisieren wtirde. Oberraschenderweise trat das Gegenteil ein. Die Bildung der p- bzw. p - 
Modifikation wurde durch Ciclosporin A verhindert, die Fraktion der a-Modifikation verblicb unverSndert oder wuchs 
wahrend der Lagerung sogar gcringfiigig an. Die Ciclosporin A-beladenen Partikel waren physikalisch stabiler als die 

35 arzneistofffreien Lipidpartikel, erkennbar an der geringeren PartikelgroBe und dem geringeren Partikelwachstum wSh- 
rend der Lagerung. Ciclosporin siellt einen Siabilisator fiir die Lipidpartikel dar und fUhrt zu einer erhohten physikali- 
schen Stabilitat der Lipiddispersion. 

Der Einsatz eines Lipids als Arzneistofftragermatrix hat groBe \forteilc unter Beriicksichtigung der toxikologischen 
Aspekte. Die meislen Bestandteile von Lipidnanopartikeln besitzen den GRAS-Status oder sind als GRAS-Substanz ak- 

40 zeptiert (GRAS = generally regarded as safe) [Food Additives - GRAS substances. Food Drug Cosmetic Law Reports, 
Chicago, 1994]. GenereU konnen alle Lipide und alle Emulgaioren, die fur die orale Gabe zugelassen sind (z. B. in Ta- 
bletten, Kapseln, Pellets, TrinklGsungen und Suspensionen) fur die Herstellung eingesetzt werden. TVpische Lipidma- 
trix-Matcrialien sind Glyceride der Fettsauren, die in Lebensmitteln oder im Korper vorhanden sind. Emulgatoren sind 
beispielsweise Lecithine, Natriumcholat, Polysorbate wie Polysorbat 80 und Block-Copolymeic, wie z. B, Poloxamer 

45 188 (ein PolyeUiylenpolypropylen-oxid A-B-A-Blockcopolymer mil einem mitUeren relativen Molekulaigewichl von 
8350 g/mol, wobei das mittlere relative Moleku!argev»richt des Polyoxypropylenantcils 1750 g/mol betrSgt und der Poly- 
oxyethylenanteil 80% ist). Die genannten Emulgatoren sind sogar fur die intravenSse Anwendung zugelassen. 

Zusammenfassend kann gesagt werden: In dieser Erfindung wurde Arzneimitteltrager bzw. ein Arzneimittel fur ein 
opnmales therapeutisches Behandlungsschema mit optimierten Blutspiegeln entwickelt und durch den Einsatz von Ci- 

50 closporin A-beladenen ultrafeinen Lipidpartikeln realisiert. Ciclosporin erhShte die physikalische QualitSt der Partikel- 
dispersion durch die Bildung besonders feiner Partikel mit hoher Gleichfbrmigkeit. Zusatzlich wuchs die physikalische 
Stabilitat nach Inkorporation von Ciclosporin in die Lipidpartikel wahrend der Lagerung der Partikeldispersion an. 

Kurze Beschreibung der Abbildungen 

55 

Abb. 1 : Ciclosporin A Blutspiegel nach oraler Gabe von Sandimmuri® (links) und von Sandimmun Neoral® (rechts) an 
Nierentransplantations-Patienten. 

Abb. 2: Ciclosporin A Blutspiegel nach oraler Gabe an Schweinen (Mittelwert von n=3, Dosis 16 mg pro kg). Oben: 
Sandimmun Neorai® als Referenz, untcn: Ciclosporin beladene feste Lipidpartikel (mitUerer PCS Tfeilchendurchmesscr: 
60 157 nm). 

Abb. 3: PartikelgroBenverteilung von arzneistoffTreien SLN (links) und Ciclosporin A-beladenen SLN (rechts) erhal- 
len nach 1, 3 und 5 Hoinogenisationszyklen bei 85°C (SLN Zubereitung: 10% Imwitor 900 (eine Mischung von Mono-, 
Di- und Triglyceriden der Palmilin- und Stearinsaure, Monoglyccridanteil ca. 40%), 2,5% Tagat® S (Polyoxyethylengly- 
cerolmonosiearat), 0,5% Natriumcholat, 87% Wasser; im Fall einer arzneistoffbeladenen SLN Suspension: 8% Imwitor 
65 900 und 2% Ciclosporin A, 2,5% Tagat® S, 0,5% Natriumcholat, 87% Wasser) (y-Achse: Haufigkeil, x-Achse: pm; La- 
serdiffraktometrie-Daten). 

Abb. 4a: PartikelgroBenverteilung von SLN Dispersionen mit steigendem Gehalt an Ciclosporin A, heigestellt mittels 
der HeiBhomogenisationsiechnik bei 85*'C (5%, 10%. 15% und 20% Ciclosporin-Beladung bezogen auf die Lipidmatrix, 
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Formulierungen von Tabelle 2, Laserdiffraktometrie-Daten). 

Abb. 4b: PariikelgroBenverteilung von Sl-N Dispersionen mit steigendem Gehall an Ciclosporin A heigestellt mittels 
der Kalthomogenisalionstechnik bei 55°C (5%, 10%, 15% und 20% Ciclosporin-Beladung bezogen auf die Upidmatrix, 
Formulierungen von Tabelle 2, Laserdiffraktomeirie Dalen). 

Abb. 5: Anwachsen der PartikelgroBe (Laserdiffraktomeirie Durchmesser d90%) und Anwachsen der Schmelzenthal- 5 
pie am Beispiel von zwei zum Gelieren neigenden Modellrezepturen (10% Lipid und 5% Lipid) als eine Funktion der La- 
gerzeii und Lagerungsbedingungen (unier StreBbedingungen, schutieln bei AO^'C) [nach: C. Freitas, R.H. Muller, Long- 
lerm stability of solid lipid nanopanicles (SLNTM). n. Influence of crysiallinity of the lipid and shear forces, submitted to 
Eur. J. Pharm. Biopharm. 1997]. Die PartikclgroBenbestimmung wurde durchgefuhrt mit Hilfe der Laserdiffraktomeirie 
(Mastersizer E, Malvern Instruments, England), die DSC Analyse erfolgle durch eine Mettler-Toledo DSC 821e/700, 10 
GieBen, Deutschland. Die GroBenanalyse der 10%-igen Lipidpartikel Suspensionen erfolgle nur an den Tbgen 0, 1 und 3 
nach Produktion. Am Tag 5 trat cine Gclicrung der 10% Formulicrung cin, die zu einer cremigen Konsistenz fuhrte, eine 
PartikelgroBenanalytik war nicht mehr durchfuhrbar. 

Abb. 6: DSC Aufheizkurven von Imwitor 900 Bulk-Material und Iiiiwitor 900 Lipidmatrices mit steigender geloster 
Arzneistoffkonzentration von Ciclosporin A von 5% bis 30%. Die DSC Aufheizkurven wurden nach Losen des Arznei- 15 
sioffs in der Imwiior 900 Matrix bei SS*' fur 15 min und Auskristallisieren der Mischung fur eine Stunde bei Raumtem- 
peraiur gemessen. Die Heizraie betragt 5 Kelvin pro min, eine MetUer-Toledo DSC 821E/700 Anlage wurde eingesetzt 
(Mettler-Toledo, GieBen, Deutschland). 

Abb. 7: Oben: RSntgendiffraktogramme von Ciclosporin A und Imwitor 900 Bulk-Material und von Ciclosporin A- 
beladenen festen Lipidpartikeln am Tag 1 nach Hersiellung (2% Ciclosporin A, 8% Imwitor 900 (d. h. 20% Arzneisloff- 20 
bcladung bezogen auf die Lipidmatrix), 2,5% Tagat® S, 0,5% Nairiumcholat, 87% Wasser). 

Unten: Ronlgendiffraktogramme von Ciclosporin A-beladenen festen Lipidpartikeln wahrend der Lagerung (bei 25**C 
am Tag 1, T^g 7, T^g 14 und Tag 30 nach Herstellung (Nonius PDS 120 Pulver-Diffraktometer in einfacher Transmission 
mit CuKa-Strahlung)). 

Abb. 8: Rdntgendiffraktogranime von 2% Ciclosporin A-beladenen festen LipidnanopartikeLi (Beispiel 7) am Tkg 1 25 
nach der Hersiellung (= waBrige Suspension), direkt nach Lyophilisation und nach 180 Tagen Lagerung der gefrierge- 
trockneten Zubereitung bei 25°C (Nonius PDS120 Pulver-Diffraktometer in einfacher Transmission mit CuKa-Sirah- 
lung). Die Diffraklogramme von Ciclosporin und dem Cryoprotekior TVehalose sind als Referenz beigcfiigt 

Beispiele der Endformulierung flir die Patienten 30 

Die fliissige Dispersion der Lipidparlikel kann spruhgetrocknet oder gefrieigetrocknet werden. Zur oralen Gabe kann 
das irockcne Pulver in Sachets zur Rekonstituiion einer TYinksuspension eingcfuUl werden. Das Pulver kann auch in 
Kapseln eingefullt oder zur Herstellung von Tablettcn genutzt werden, Altemativ kann die waBrige SLN Dispersion nach 
Einengung der Wasserphase fur die ExU-usion und Produktion von Pellets oder in der Granulierung fiir Tabletien genutatt 35 
werden. Die parenterale Applikation ist auch mdglich, z. B. die intravenose Gabe. Der ultrafeine Charakter der festen Li- 
pidnanopartikel verhindert die Kapillarblockade und damit auch das Risiko der Embolie. 

Mil der Hilfe eincs solchen Arzneisiofftragers lost die vorgcslellte Erfindung die vorhandenen Probleme durch ein 
kontrolliertes Design optimierter Blutspiegel millels Einsatz einer feinen Dispersion physikalisch siabiler fester Lipidna- 
nopartikci. , ^ 

Ein spezielles therapeutisches Behandlungsdesign wurde entwickelt, um loxische Nebenwirkungen des Ciclosporins 
zu minimieren und die therapeutische Eflfizienz zu erhohen. Eine Erhohung der iherapeutischen Effizienz erfolgle durch 
Emiedrigung der Variabililai der Absorption und durch die Erzielung einer verzSgenen Freiseizung mit langer anhalten- 
den Blulspiegelwerten (steady stale) im optimalen Therapiebereich. Der optimierle mitllere Blutspiegel dieser Erfindung 
verhindert Blutspiegelpeaks > 1200 ng/ml, vorzugsweise > 1000 ng/ml und idealerweise > 800 ng/ml. Der Blutspiegel 45 
verbleibt fiir eine gewisse Zeitperiode in dem Bereich zwischen 300 ng/ml und 900 ng/ml, vorzugsweise im Berdch zwi- 
schen 400 ng/ml und 800 ng/ml. Der Zeitbereich der gleichbleibenden Ciclosporin A-Blulspiegel betragl mindestcns 5 h, 
vorzugsweise 7 h und im Idealfall langer als 8 h mil einer Arzneimittelkonzentration von 300 ng/ml bis 900 ng/ml im 
Blut. 

Abb. 1 (links) zeigt die Variabililai der Blutspiegel nach oraler Gabe von Sandimmune bei P&tienlen nach Nierenlrans- 50 
plantation. Inach: A. Meinzer, E. Miiller, J. Vonderscher,- Perorale Mikroemulsionsformulierung - Sandimmun Opto- 
ralTM/Neoral™, in Pharmazeutische Technologic: Modeme Arzneiformen, R.H. Muller und G.E. Hildebrand (Hrsg.), 
Wissenschafdiche Veriagsgesellschafl Siuiigart, p. 175, 1998], 

Abb. 2 (unten) zeigt als Vergleich das Ergebnis der Verwendung des erfindungsgemafien Arznei milteltrages bzw. des 
erfindungsgemaBen Behandlungsdesigns den mitileren Blutspiegel einer Schweinesludie, erhalten von dr^ Schweinen 55 
(Beispiel 1). 

Der mitllere Blutspiegel dieses erfindungsgemSBen Behandlungsdesigns zeigt keinen Peak iiber 800 ng/ml uber eine 
Zeitperiode von etwa 9 h bei einem Blutspiegel im Bereich von 300 ng/ml bis 900 ng/mL 

Biopharmazeutische Eigenschaften 60 

Die perorale Gabe des Ciclosporin-beladenen Arzneimilteltragers dieser Erfindung fiihrt zu verlangerten Blut spiegeln 
mit geringer Variabililai und dem Ausbleiben hoher toxischer Blutspiegelpeaks und somit dem Ausbleiben oder der Mi- 
nimierung von Arzneimittelnebenwirkungen (wie z, B, die NephrotoxizitMl von Ciclosporin). 

65 

Qualital der Lipidpartikel 

Feste Lipidpartikel wurden durch Dispcrgierung einer Ciclosporin-beladenen Lipidmatrix in einer Emulgatorlosung 
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hergestellt. Die Einarbeitung von Ciclosporin in die Lipidmairix verbessert die Dispersilat des Lipids und erhoht die 
Feinheit und GroBengleichheii der Lipidpartikel nach Dispergiening, verglichen zu arzneisiofffreien Lipidpartikeln, her- 
gestellt unter gleichen Bcdingungen. Die EinschluBrale des Arzneisiofifs in den Lipidpartikeln kann durch Steigening des 
Ciclosporin Gehaltes in der Formulierung erhdht werden. 

5 

Physikalische Stabilitat 

Es konnte gezeigt werden, daB eine Partikelaggregation und Geibildung (= Destabilisierung) bei Lipiddispersionen 
cinhergeht rait der Umlagerung des Lipids von der a-Modifikation in die p- bzw. p'-Modifikation. Die Einarbeitung von 

10 Ciclosporin slabilisiert die Bildung der a-Modifikalion, verhinden so die Umwandlung in die bzw. p'-Modifikation 
bei Lagerung und zeigt eine erhohie physikalische Stabilitat der Partikeldispersion. 

Die Erfindung wurde verglichen mit dem gegenwartig aktucllen Produkt Sandimntiun Neoral®, Abb. 2 (oben) zeigt die 
Blutspiegelkurve nach oraler Applikation einer identischen Dosis. Der mittlere Blutspiegel von Sandimrnun Neoral* 
zeigt eincn initialen Blulspiegelpeak von etwa 1.500 ng/ml und einen Blutspiegel im Bereich von 300ng/ml bis 

15 900 ng/ml Icdiglich uber cinen Zcilraum von 6 h. Im dirckten Vcrglcich zcigen beide Formulierungen, die Mikrocmul- 
sion und die Erfindungsformulierung (Abb. 2), geringe Slandardabweichungen und eine ahnliche Variabilitat der Biover- 
fUgbarkeit an. Die Erfindungsformulierung vermeidct jedoch die hohe Variabilitat der Blutspiegel des bisher bekannten 
Sandimrnun® (Abb. 1, links) sowie die hohen Blutspiegelpeaks von Sandimrnun Optoral® (Abb. 1, rechts und Abb. 2, 
oben) und erzeugt langer anhaltende Blutspiegel (steady state) mit geringer Variabilitat. 

20 

Detaillicrte Beschreibung der Erfindung und der verwendeten Substanzen 

Die Erfindung ermoglicht ein optimales therapeutisches Behandlungsschema, dessen optimale Blutspiegel durch den 
neuartigen Arzneimitleltrager, basierend auf festen. Ciclosporin-beladenen Lipidpartikeln, erreicht wird. Die Lipidparti- 

25 kel sind fiir die orale und/oder parenterale Applikation entwickelt worden. Die Lipidmatrix kann ein Ciclosporin oder 
eine Mischung von zwci oder mehreren Ciclosporinen naliirlicher oder synlhetischer Heikunft beinhalten. Die Lipidpar- 
tikel werden vorzugsweise durch Hochdruckhomogenisaiion heigestellt. Um fcine Partikel vorzugsweise im Nanometo-- 
bereich zu erreichen, kann beispielsweise die Homogenisation mit einem Kolbenspalthomogenisatoj; wie bereits in R.H. 
Muller und S J. Lucks, Euiopaisches Patent HP 0 605 497 Bl, 1996 beschrieben, eingesetzt werden. Altemativ ist die 

30 Homogenisation mil Mlfe eines Mikrofluidizers m5glich. Um Lipidpartikel im Bereich von Nanometern bis zu einigen 
MikrometOT (100 nm bis zu 10 pm) zu erhalten, kann die Dispergiening der lipidpartikel aucb bei eina: niedrigercn 
Leislungsdichtc, beispielsweise durch Ullrabeschallung oder mit Hochgeschwindigkeitsriihrem erfolgen. Altemativ 
kann die Dispergierung mittels einer Luftstrahlmiihle oder einer Flussigmahlung durch eine Kolloidmiihle durchgefiihrt 
werden. 

35 Olige Dispersionen, wie Sandimmun®, zeigen eine Variabilitat der Bioverfugbarkdt zwischen 10% und 60% [T. Be- 
veridge, A. Gratwohl, F. Michoi, W. Niederberger, E. NOesch, K. Nussbaumer, P. Schaub, and B. Speck, Cyclosporin A: 
pharmacokinetics after a single dose in man and serum levels after multiple dosing in recipients of allogenic bone-mar- 
row grafts, Curr. Ther. Res. 30, 1981, 5-18], Die Gabe einer Mikroemulsion als kritischc Losung von Ciclosporin (San- 
dimrnun Optoral®) reduzierte die Variabilitat der Bioverfiigbarkeit, fiihrte jedoch zu noch hoheren Blutsjnegelpeaks nach 

40 der oralen Gabe als bei Sandinunun® (Abb. 1, rechts). Diese hohen Blutspiegelpeaks sind verantwortlich fiir die toxi- 
schen Nebenwirkungen von Ciclosporin A, die wahrend der Behandlung der Padenten auftreten konnen, z. B. der Ne- 
phrotoxizitat [Martindale, 29* edition, J.RF. Reynolds (edl.), London, The Pharmaceutical Press, 1989]. 

Ciclosporin-beladene Lipidpartikel sind lipidhaltige Dispersionen und keine LOsungen. Deswegen wurde erwartet, 
daB die Ciclosporinbeladenen festen Lipidpartikel ebenso wie die bekannte Upidhaltigc Sandimmuil® Zubereitung die 

45 bekannte Variabilitat der Bioverfiigbarkeit zeigen und daB die Reproduzierbarkeit der Absorption nicht ansteigt. tjberra- 
schenderweise zeigte die Ciclosporin-beladene Lipidpartikel (SLJ»0 Suspension eine Reproduzierbarkeit der Bioverfiig- 
barkeit ahnlich der der Sandiinmun Neoral® Zubereitung, jedoch ohne die toxischen Blutspiegelpeaks (Abb. 2). Die 
SLN-Formuliening zeigte sogar eine verlSngerte Freisetzung des Arzneistoffs und daraus sich ergebend verlSngerte 
Blutspiegel im Bereich von AGO ng/ml bis 800 ng/ml. Solche konstanten Blutspiegel unter Abwesenhcit der Blutspiegel- 

50 peaks sind das optimale Behandlungsdesign, das erfindung sgemaB moglich gemacht wird. Blutspiegel von Ciclospori- 
nen > 1000 ng/ml, insbesondere > 1200 ng/ml werden aufgrund ihrer toxischen Nebeneffekte als krilisch angesehen. 
Idealerweise soUte der Blutspiegel bevorzugt in dem therapeutischen Bereich zwischen 400 ng/ml bis 800 ng/ml liegen. 

Parameter zum Nachweis der QuaUtat und toxikologischen Akzepianz von Ciclosporin Formulierungen sind deswe- 
gen die Prozentanleile der AUC (area under the curve) des Blutspiegels Obcr 800 ng/ml (AUC)>80ngAiii) und uber 

55 1 000 ng/ml (AUC)>iooong/iiii). Konsequenterweise ist die Maximalkonzentration Cmw auch ein wichtiger Parameter, der 
die Konzentration von 1000 ng/ml nichi ubcrschreiten sollte. Ein hoher initialer Blutspiegelpeak ist nicht wiinschens- 
wert, d. h. die Zeit bis zum Erreichen von Cmax (und auch Tmax) sollte nicht so kurz sein, sondem eher zu sp^teren Zeiten 
detektiert werden. Aufgrund der verzogenen und gleichmaBigen Freisetzung aus Ciclosporin-beladenen Lipidpartikeln 
ist das Erreichen von Tmax aus Lipidpartikeln im Gegensatz zur Sandimrnun Neoral® Referenzzubereitung erst zu einem 

60 spateren Zeitpunkt detektierbar. 

Tab. 1 zeigt, daB die erfindungsgemaBe Ciclosporin SLN-Formulierung diese Erfordemisse erfiillt und belegt die 
durch die Erfindung erzielie Verbesserung der Therapie. 
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TabeUe 1 

Pharniakokineiische Paranicier der Ciclosporin SLN Suspension gegen Sandimraun Neoral®: Prozeniualer Anteil der 
AUC)>8oon8/nii und der prozeniuale Anteil der AUC)>ioooDg/mi. C^ax und T^^ (kalkuliert auf der Basis der mitUeren Blut- 

spiegel von Abb, 2). MW = Mittelwert 5 
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Normalerweise ist die Qualiiat von Lipidpanikeln (Feinheil und Gleichformigkeil der PanikelgroBe) am hochsien, 
wenn die ArzneisiofTbeladung niedrig bleibl [A. zur Muhlen, C. Schwarz, W. Mehnert, Solid lipid nanoparlicles (SLN) 15 
for controlled drug delivery - drug release and release mechanism, Eur. J. Pharm. Biopharm., accepted, 1997]. Die Er- 
hohung der Arzneistoffkonzentration fiihrte bei den Modellarzneisioffen Tetracain und Etomidai zur Partikelaggregalion 
und schlieSlich bei einer 10%igen EiomidaLkonzenlralion zur Bildung eines Gels [C. Schwarz, Fesie Lipidnanoparlikel: 
Herstellung, Charaktcrisicrung Arzneistoffinkorporaiion und -frcisetzung, Sterilisadon und Lyophilisation, Dissertati- 
onsschrift, Freie Universitat Berlin, 1995]. Mil wachsender Ciclosporin-Beladung von 0% bis 20% trat das Gegcnteil ein 20 
(Tab. 2, Beispiel 2): 

1. Die Qualitat der Pardkel gemessen an der PartikelgroBe und -verleilung der arzneistofln^eladenen SLN war bes- 
ser, als die der arzneistoff&eien SLN (d. h. kleinere, feinere Panikel mil enger Verleilung). 

2, Eine stcigcnde Arzncisloi^beladung crhohte die Qualitat der Partikel der Suspension (Tab. 3, Beispiel 2). 25 

Die Produktion einer arzneisioff&eien SLN Suspension fuhrle zur Bildung einer breiten PartikelgroBenverteilung (ge- 
messen mil Hilfe der Laserdiffrakiometrie). Mehr als 25% der Panikel waren groBer als 1 pm bei einer GroBe bis zu 
80 pm (Abb« 3, oben links). Drei Homogenisalionszyklen reduzienen die Fraktion der Partikel > 1 pm, jedoch nicht die 
Breile der Verleilung (Abb. 3, Mitte links). FUnf Homogenisalionszyklen fuhrten sogar zu einer Partikelaggregation, wie 30 
sie duich ein Anwachsen der Verteilungswerte der PartikelgroBcnverteilungskurve im GroBenbereich von 60 \xm bis 
80 erkennbar ist (Abb. 3, unlen links). 

Im Gegensatz dazu fuhne bei einer Ciclosporin-beladenen SLN Zubereitung bereits ein Homogenisaiionszyklus zu ei- 
ner schr cngen PartikelgroBenverteilung mil cinem geringen Anteil von Partikeln > 1 pm (etwa 5%) nach Beladung der 
Lipidpartikel mil 20% des Arzneisloffs Ciclosporin (Abb. 3, oben rechls). Drei Homogenisationszyklen fuhrten zu einer 35 
exlrem gleichformigen \ferteilung mil weniger als einem Prozenl der Partikel > 1 pm (Abb. 3, Mitte rechls. Tab. 3 in 
Beisp. 2). Die bei der arzneistofffreien SLN Suspension beobachtele Deslabilisation (Aggregation und Bildung von gro- 
Ben Partikeln) nach fUnf Homogenisationszyklen trat bei den Ciclosporin-beladenen Partikeln nicht auf. Die Gr5Benver- 
leilung war prakusch identisch zu der GrdBenverteilung nach drei Homogenisationszyklen (Abb. 3, Mitte und unlen 
rechls). 40 

Lipidpartikel wurden mit steigend^ Ciclosporin Konzeniration, bezogen auf die Lipidmatrix, heigeslelll: 5%, 10%, 
15%, 20% (Zubereitung: Beisp. 2, T^b. 2). Die GroBenanalysenwerte fiir Lipidpartikel, die mil der HeiBhomogenisati- 
onstechnik hergestelll wurden, sind in Tab. 3 (Beisp. 2, Laserdiffrakiometrie Daten, Volumenverieilungswerte) gezeigl. 
Der LD-Durchmesser d50% sank nut steigender Arzneistoffbeladung, bei einer 20%igen Ciclosporin-Beladung bezogen 
auf die Lipidmatrix betrug der d50% Teilchendurchmessw 3 10 nm. Eine extreme Abnahmc wurde ftir die volumenbezo- 45 
genen Partikeldurchniesser d95% und d99% gemessen. Der Partikeldurchmesser d99% ist ein sehr empfindlicher Para- 
meter, um die Gr5Bengleichfonnigkeit der Parti kelpopulati on zu beweisen. Er ist besonders empfindlich, wenn die Kal- 
kulation der PariikelgrGBe Uber die \felumenverleilung erfolgt. Die starke Abnahrae beweist die Reduktion in der Frak- 
tion von Partikeln im fim-Bereich und auf diese Weise einen Zuwachs der GroBengleichformigkeit. So sank z. B. der 
Durchmesser d99% von etwa 60 pm (Mittelwert von n=3, 5% Ciclosporin-Beladung der Lipidphase) auf einen Wert von 50 
860 nm (Mittelwert aus n=3, 20% Ciclosporin-Beladung der Lipidmatrix). 

Die PartikelgroBenverteilung der FormuUerungen mil ansteigender Ciclosporin Konzenlration aus Tab. 3 sind in Abb. 
4a (HeiBhomogenisation bei 85**C) und in Abb. 4b (Kalthomogenisation bei 55**C) graphisch daigeslelU. Dersclbe Effekt 
- ansteigende Gleichformigkeil mil ansteigender Ciclosporin Konzenlration inn^halb der Lipidmatrix - wurde bei An- 
wendung der Kalthomogenisationslechnik beobachtet (Beispiel 3, l^b. 4). 55 

Die Einkapselungsrate des Arzneisloffs in den Lipidpartikeln wird bestinuni durch die Ldslichkeil in der Matrix Cb 
(Ol/Lipidphase) und dem Dispersionsmedium Cw (Wasser), d. h. aufgrund des Verleilung skoeffizienten k (= Qj/Cw). 
Daher wird bei anwachsender Arzneistoffkonzentration in der FormuUerung eine konstanle Einkapselungsrate erwartet, 
wenn man gleichzeitig unterhalb der Maximalloslichkeit des Arzneistoffs in einer der beiden Phasen bleibl, d. h. Lipid 
Oder Wasser. Beispielsweise fiihrt die Ubersattigung der Wasserphase aufgrund der erhohten Temperatur und daraus fol- 60 
gend der erhohten Loslichkeit des Arzneistoffs zur Bildung von Arzneistoffkristallen nach dem Abkuhlen der Dispersion 
(z. B. Prcdnisolon in [A. zur Muhlen, C. Schwarz, W. Mehnert, Solid lipid nanoparticles (SLN) for controlled drug deli- 
very - drug release and release mechanism, Eur. J. Pharm. Biopharm., in press 1998]). Im Gegensatz dazu wurde mit an- 
steigender Arzneistoffkonzentration von 0,5% bis 2,0% bezogen auf die Gesamtformulierung (= 5% bis 20% Ciclosporin 
A kalkuliert als Prozentsatz der Lipidphase) ein Ansteigen der relativen Einkapselungsrate von 95,4% bis zu 97,8% nach 65 
der Herstellung mittels der HeiBhomogenisationstechnik bei 85°C erhalten (Beispiel 5, Tab. 5). Nach Herstellung der Li- 
piddispersion mittels der KalthomogenisaUonstechnik wurde ein Anstieg der relativen Einkapselungsrate von 78,5% bis 
93,9% erzieit (Beispiel 6, Tab. 6). In der Wasserphase wurden kcine Arzneistoffkristalle gefunden. Die Konzenlration 
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des Arzneistoffs in der Wasserphase verblieb unterhalb der Satligungsloslichkeit der emulgatorhaltigen Wasserphase. 

Die Einarbeitung von Ciclosporin - besonders bei ansteigenden Konzentrationen - erhohte die Qualital der produzier- 
ten Parlikel, insbesondere die Feinheit, Gleichformigkeil und die Einkapselungsrale des Araieislofifs in der Lipidmatrix. 
Zusatzlich wurde die physikalische Stabilitat der Arzneistoflf-beladenen Formulierung wahrend der Lagerung erhoht. Als 

5 physikalische Instabililaten gellen Parti kelaggregaiion und insbesondere im Fall von Lipidpartikeln die Bildung von Ge- 
len. Arzneistofffreie Imwiior 900 Lipidpartikel zeigien eine hohe Polydispersilai nach Hersiellung und aggregienen stark- 
wahrend der ersten 5 Tage der Lagerung. Sie bildeten groBe mikroskopisch erkennbare Aggregate mil einer Gr<5Be von 
etwa 0,5 mm bis 1 mm. Lipidpartikel beladen mit20% Ciclosporin waren eindeutig stabiler, und dies sogar bei Lagerung 
unier Su-efibedingungen bei 4b°C. Beispielsweise slieg, bezogen auf die Volumenverteilung der Parlikel, der LD Durch- 

10 messer d50% lediglich von 0,32 \im auf 0,40 pm, der LD Durchmesser d90% von 0,62 pm auf 0,84 pm an (nach 3-tagi- 
ger Lagerung). 

In vorhergehenden Arbeiten mil Lipidpartikeln wurde festgestellt, daB die Lipidpartikel nach der Herstellung haupt- 
sachlich in der p'/pr bzw. P-Modifikation auskristallisierten und nur teilweise in der weniger stabilen a-Modifikation. Im 
Falle von physikalisch instabilen Partikein nahm der Anteil der P' - bzw. pj-Modifikation wahrend der Lagerung zu, der 

15 Anteil der a-Modifikation nahm ab bei gleichzei tiger Partikelaggregation und Bildung von Gelen. Zusatzlich kam es zu 
einem Anwachsen der Schmelzenthalpiewerte wahrend der Partikelaggregation, die Schmelzenthalpiewerte stiegen 
nochmals bei der Bildung von Gelen [C. Freiias, R.H. Muller, Long-term stability of solid lipid nanoparticles (SLN™). 
n. Influence of crysialUniiy of the lipid and shear forces, submitted to Eur. J. Pharm. Biopharm. 1997]. Abb. 5 zeigt das 
Anwachsen der PariikelgroBe (LD-Daten), die Bildung von Gelen und das Anwachsen der Schmelzenthalpie (DSC-Da- 

20 ten) von instabilen Partikein. 

Im Falle physikalisch stabiler Lipidpartikel Dispersionen zeigte der Anteil der p- bzw. p*-Modif!kation wenig oder 
keine Anderung. Der Anteil der a-Modifikalion verblieb unverandert oder stieg sogar etwas an. Ein Ansteigen der 
Schmelzenthalpie war kaum zu beobachten. 

Ciclosporin lordert die Ausbildung der a-Modifikation bei gleichzei tiger Reduklion der P- bzw. p'-Modifikalion. Die- 

25 ser Effckt wird imraer deutlicher bei steigcnder Konzentration von Ciclosporin in der Lipidmatrix (Beispiel 4, Abb, 6). 
Bei Ciclosporin-beladenen Lipidpartikeln kam es nur zu einera geringen Anwachsen der Schmelzenthalpie, z.B, 9,2 
J/g am ersten Tag nach der Herstellung, 9,5 J/g am Tag 14 (20% Ciclosporin-Beladung in der Lipidmatrix, Lagerung un- 
ter StreBbedingun^en bei 40**C). Diese Eigenschaften der Lipidpartikel sind in dem Zusatz von Ciclosporin begriindet 
und stehen vol! in Ubereinstimmung mil der beobachteten erhdhten physikalischen Stabilitat im Vergleich zu arzneistoff- 

30 freien Iinwitor 900 Lipidpartikeln. 

Es ist von Suppositorien bekannt, dafi in die Lipidmatrix eingearbeitete Arzneistofife wahrend der Lagerung aus der li- 
pidmatrix herausgedrangt werden konnen (Arzneistoffexklusion) [B.W. MQll^:, Suppositorien, Wissenschaftliche Ver- 
lagsgesellschafl Stuttgart, 1989]. Diese Arzneistoffauslagerung tritt auch beim Verdiinnen des oligen Emulsionskonzen- 
trates Sandimmun® in waBrigen Dispersionsmcdien ein und fUhrt zur Ausbildung groBer Arzncistofikristalle in der Was- 

35 serphase oder Aufschwimmen des Arzneistoffs auf der WasseroberflSche. Aus diesem Grund liegt die klassische San- 
dimmun® Formulierung wasserfrei als dliges Emulsions konzentr at vor. Das Phanomen der Arzneistoffexklusion ist ein 
generelles Problem fur alle O/W Dispersionen, z. B. auch andere Ciclosporinbeladene Emulsicnen [Dietl, H., Pharma- 
ceutical preparation containing cyclosporins(s) for oral administration and process for producing same. United States Pa- 
tent 5,637,317, 1997]. Der fltissige Zustand der FeUphase in Emulsionen erleichtert die Arzneistoffexklusion veiglichen 

40 zu festen Suppositorien. Die Arzneistoffexklusion ist offensichtlich weniger ausgepragt, wenn die Oltropfen sehr fein 
sind, z. B. im unteren Nanometerbereich wie beispielsweise im Fail der Verdiinnung der Mikroemulsion Sandimmun 
Neoral® in waBrigen Dispersionsmedien. 

Ausgebend von diesen Tatsachen sind der feste Zustand der Lipidpartikel und die feine TropfengroBe die Hauptvor- 
teile, um die Arzneistoffexklusion zu verhindem oder zumindest stark zu reduzieren. Das \brliegen des kristallinen Zu- 

45 stands kann durch Rontgendiffraktogramme der wSBrigen festen Lipidpardkel Dispersion untersucht werdra. Die Dif- 
fraktogramme zeigen wahrend 30-tagiger Lagerung keine Anderung (Abb. 7, unten). Grundsatzlich sind trockene Pto- 
dukte unter dem Gesichtspunkt der Langzeitstabilitat vorzuziehen. Im Gegensatz zu Dispersionen begiinstigen sie die 
Konservierung der physikalischen Stabilitat unter Berticksichtigung wirtschaftlicher Aspekte. In den meisten Landem 
sind Produkte mit einer langen Haltbarkeit, d. h. einer minimalen physikalischen Stabilitat, von 3 Jahren erforderlich. 

so Deswegen wurden die festen Lipidpartikel in trockene Produkte durch Gefriertrocknung (Beispiel 7) und durch Spriih- 
trocknung (Beispiel 8) Qberfiihrt. Rontgendiffraktomelrie-Untersuchungen der gefriergeirockneten Pulver nach 6-mona- 
tiger Lagerung zeigten die Erhaltung der Struktur der Parlikel und des amorphen Charakters des in die Lipidmatrix ein- 
gearbeiteten Ciclosporins. Es konnten keine Ciclosporin Kristalle detektiert werden, nur kristalline Streupeaks der ll-e- 
halose als Cryoprotektor der Formulierung waren nach 180 Tagen Lagerung detektierbar (Abb. 8). 

55 Die Erfindung basiert darauf, daB gefunden wurde, daB die Zugabe von Ciclosporin zu einer Lipidmatrix die Disper- 
silSt des Lipids erhoht, die Bildung kleiner Parlikel begunstigt, die Gleichformigkeit der PartikelgroBe zunimmt, die Ein- 
kapselungsrale mit steigender Ciclosporin-Beladung ansteigt, die physikalische Stabilitat der Partikeldispersion wahrend 
der Lagerung erhoht wird, die Bildung der a-Moditikation innerhalb der Lipidmatrix fbrdert und die Struktur dsr Lipid- 
matrix insbesondere die Fraktion der a-Modifikation des Lipids und den amorphen Charakter des eingeschlossenen Arz- 

60 neistoffs auch nach Lagerung beibehalt, insbesondere in Form eines trockenen Partikelproduktes (z. B. erhalten durch 
Gefriertrocknung). Ein besonderes Merkmal dieser Erfindung ist deswegen der Einsatz von Ciclosporin im Herstellungs- 
prozeB von Lipidpartikeln. 

Die Hersiellung von Lipidpartikeln gemaB der Erfindung findet durch Dispeigierung der Ciclosporin-beladenen Lipid- 
phase in ihrer geschmolzenen Form oder in feslem Zustand statt, Unterschiedliche Dispeigierung sprozesse konnen an- 
65 gewendet werden. Die vorzugsweise benutzie Technik ist die Hochdruckhomogenisation, wie sie bereits von Muller und 
Lucks beschrieben wurde [R.H. Muller and J.S. Lucks, Europaisches Patent EP 0 605 497 Bl, 1996]. Die Hochdruckho- 
mogenisation fuhrt zu Partikein mit einem durch Photonenkorrelaiionsspektroskopie bestimmten millleren Tfeilchen- 
durchmesser im Bcreich von etwa 40 nm bis 1000 nm, d. h. zu sogenannten festen Lipidnanopartikeln (SLN®) beladen 
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mil Ciclosporin. Allemativ zu dieser Herstellungstechnik konnen auch andere Dispergierlechniken angewendet werden, 
z. B. Homogenisation mil Hilfe eines Microfluidizers (Micro fluidics Inc. USA). Ciclosporin-beladene Paitikel mil einer 
groBeren ParlikelgroBe konnen durch Dispergierung des geschmolzenen oder feslen Feltes rait Hilfe eines Hochge- 
schwindigkeitsruhrers oder andcrcr Dispergicrwerkzeuge hergcstellt wcrden, wie von R.H. Muller bereits in der Appli- 
kaiion PCT/EP97/06893 beschrieben wurde. Es ist daher eine Zubereitung von Matrix- Arzneiformen (z. B. Tabletten, 5 
Pellets) basierend auf Ciclosporin-beladenen Mikropartikeln moglich. Diese Dispergiergerate haben eine niedrigere Lei- 
stungsdichte im Bereich der Dispcrgicrzone und fuhren daher zu groBcren Lipidpartikeln, z. B. mil mittleren Teilchen- 
durchmessem von einigen pm bis zu 20 pm oder Pariikelpopuialion im Bereich von 40 pm bis 100 pm, wie in derLite- 
ratur und Standardlehrbuchem bereits ausgiebig beschrieben ist. 

Beispielsweise wird Ciclosporin bei crhohten Temperaturen (wie 80°C bis 90°C) in der geschmolzenen Lipidphase 10 
gelost oder dispergiert. Alternaliv kann Ciclosporin in das Lipid durch Prazipilation der lipophilen Matrix aus einem L6- 
sungsmittel, in dem Lipid und Ciclosporin gleichzeitig loslich sind, inkorporiert werden. Die Lipidmatrix kann Ciclospo- 
rin in molckulardisperser Form, in amorphcn Cluslem oder in Form ulirafciner Kristalle (z. B. Ciclosporin-Nanokristalle 
in Lipidpartikeln) beinhalten. 

Im Fall der HeiBhomogenisationstechnik wird die Ciclosporinhaltige Lipidschmelze in einer heiBen waBrigen Emul- 15 
gatorlosung durch Ruhren dispergiert, z. B. durch den Gebrauch eines Rotor-Staior-Sysieras (Ultra Turrax® oder Silver- 
son), Oder durch die Anwendung eines Blatiriihrers, eines Propel lerruhrers, einer Zahnscheibe etc. Anslatl der Einarbei- 
tung des Emulgators in die Wasserphase kann der Emulgator alternativ in die Lipidschmelze eingearbeitet werden. Dies 
isl besonders vorteilhaft im Fall eines lipophilen Emulgators oder Lecithins. Im Fall der Nutzung von zwei oder mehre- 
ren Emulgatoren konnen alle Emulgatoren in einer Phase (Wasser oder Lipid) oder in unterschiedlichen Phasen gelost 20 
werden. Die erhaltene O/W Voremulsion wird anschlieBend durch Hochdruckhomogenisation homogenisiert. Beispiels- 
weise kann ein Kolben-Spali-Homogenisalor wie der Micron Lab 40, Lab 60 und/oder Gaulin 5,5 (APV-Homogenizer 
GmbH, Liibeck, Deutschland) bei Driicken typischerweise zwischen IQO bar und 1500 bar in einem oder mehreren Ho- 
mogenisationszyklen eingesetzt werden. Die erhaltene Nanoemulsion wird abgekiihlt, die fitissige Olphase erhartet und 
bildet Ciclosporin-beladene feste Lipidnanopartikel (SLN). ^ 

Im Fall des Einsatzes der Kalthomogenisationstechnik wird die arzneistoffenthaltende Schmelze abgekuhlt. Die 
Emulgatoren werden genau so benutzt wie bereits bei der HeiBhomogenisationstechnik beschrieben wurde. Das erhartete 
Fett wird gemahlen, z. B. in einer Morsermiihle, um ein grobes Pulver zu erhalten. Falls erforderlich kann IVockeneis 
oder flussiger Sdckstoff zugesetzt werden, um die Sprddigkeit des Lipids wahrend des Mahlvoigangs zu erhohen. Das 
gemahlene Lipid wird in einer kalten Emulgatorl&sung dispergiert und die erhaltene Lipid-Suspension im festen Zustand 30 
homogenisiert. Die'Homogenisationstemperatur bleibt unterhalb der Schmelztempcratur des Lipids. Im Falle einer mdg- 
lichen Hitzccntwicklung wahrend des Herstellungsprozesses sollte eine Homonogenisationstemperatur deutlich unter- 
halb des Schmelzpunktes des Lipids verwendet werden (z. B. durch Gegenkuhlung), um ein Schmelzen des Lipids wah- 
rend des Homogenisationsvorganges zu verhindem. Bei der Hochdruckhomogenisadon liegt die Ifemperatur in der Regel 
zumindest 5** unterhalb der Schmelztemperatur des Fettes. In den meisten Fallen wird die Kalthomogenisation bei Raum- 35 
temperatur durchgefuhrt, eine KUhlung unterhalb Raumtemperatur ist auch m5glich. 

Als dispergierte I%ase konnen Lipide im weitesten Sinn als individuelle Komponente oder als Mischung angewendet 
werden. 

Beispiele dafiir sind: Naturliche oder synthedsche IMglyceride bzw. Mischungen derselben, Monoglyceride und Di- 
glyceride, alleine oder Mischungen derselben oder mit z. B. Triglyceriden, selbstemulgierende modifizierte Lipide, na- 40 
liirliche und synthedsche Wachse, Fettalkohole, einschlieBlich ihrer Ester und Ether sowie in Form von Lipidpepdden, 
oder irgcndwelche Mischungen derselben. Besonders geeignet sind synthedsche Monoglyceride, Diglyceride und TH- 
glyceride als individuelle Subsianzen oder als Mischung (z. B. Hartfett), Imwitor 900, TCglyceridc (z. B. Glyceroltrilau- 
ral, Glyccrolmyristat, Glycerolpalmitat, Glycerolstearat und Glyzerolbehenat) und Wachse wie z. B. Ceiylpalmilal und 
weiBes Wachs (DAB). 45 

Der Anteil der inneren oder Lipidphase bezogen auf die Gesamtformuliening ist 0,1% bis 40% (m/m) und liegt vor- 
zugsweise im Bereich von 1% bis 20% (m/m). Sollte der Zusatz von dispersionsstabilisierenden Addidven notwendig 
oder gewiinscht sein, z. B. Emulgatoren, um stabile Dispersion zu produzieren zu konnen, so konnen diese in Form von 
reinen Substanzen oder in Form von Mischungen eingearbeitet sein, um die Partikel zu stabilisieren. 

Die Menge an solchen Addidven, die im Verhalmis zu der gesamten Einwaage der waBrigen Dispersion zugesetzt wer- 50 
den konnen, liegt im Bereich von 0,01% bis 20% und vorzugsweise im Bereich von 0,5% bis 10%. 

Die folgenden Substanzen konnen als stabilisierende Zusatze gebraucht werden: 

1. Tenside, im besonderen elhoxylierte Sorbitanfettsaure-Ester, Blockpolymere und Block-Copolymere (wie z. B. 
Poloxamere und Poloxamine), Polyglyccrincther und Polyglycerinester, Lecithine unterschiedlicher Herkunft (z. B. 55 
Eilecithin oder Sojalecithin), chemisch modifizierte Lecithine (z. B. hydrierte Lecithine), genauso wie Phospholi- 
pide und Sphingolipide, Mischung von Lecithinen mit Phospholipiden, Sterolen (z. B. Cholesterol und Cholesterol- 
Derivate, genauso wie Sugmasterin), Ester und Ether von Zuckem oder von Zuckeralkoholen mit FettsSuren oder 
Fettalkoholen (z. B. Saccharose-Monostearat); 

2. sterisch stabilisierende Substanzen wie Poloxamere und Poloxamine (Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Block- 60 
Copolymere), elhoxylierte Sorbitanfettsaure-Ester, besonders Polysorbaie (z. B. Polysorbat 80 bzw. Tween® 80), et- 
hoxyliene Mono- und Diglyceride, elhoxylierte Lipide, elhoxylierte Fettalkohole oder Fettsauren, und 

3. geladene ionische Stabilisatoren und Peptisaioren so wie Diacetylphosphate, Phosphatidylglycerin, genauso wie 
gesalligte und ungesaltigte Fettsauren, Natriumcholat, Natriuinglycocholat, Natriumtaurocholat oder ihrer Mi- 
schungen, Aminosauren oder Peplisatoren, wie z. B. Natriumcitrai [J.S. Lucks, B. W. MUller, R. H. Mtiller, Int. J. 65 
Pharmaceutics 63, 183-188, 1990]. 

4. "V^skositatserhohende Substanzen wie z. B. Cellulose-Ether und Cellulose-Ester (z. B. Methylcellulose, Hy- 
droxyethylcellulose, Hydroxypropylcellulose, Natriumcarboxymethylcellulose), Polyvinylderivate sowie Polyvi- 
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nylalkohol, Polyvinylpyrrolidon Polyvinylacelai, Alginate, Polyacrylale (z. B. Carbopol®), Xan thane und Pektine. 

Die Ladungsstabilisaloren sind, wenn notwendig oder gewiinschl, vorzugsweise in Bezug auf die Basisforniulierung 
mit 0,01% bis 10% (m/m) inkorporierl und insbesondere in einer Menge von 0,05% bis zu 2%. 
5 Viskositatserhohende Substanzen sind, wenn notwendig oder erwiinscht, im ahnlichen Verhaltnis zur Basisforniulie- 
rung eingearbeitet, vorzugsweise in einer Menge von 0,01-10% und insbesondere in einer Menge von 0,1% bis 10% 
(m/m) und vorzugsweise im Bereich zwischen 0,5% und 5%. 

Ais auBere Phase (= Dispersionsmedium, kontinuierliche Phase) konnen Wasser, waBrige Losungen oder Flussigkei- 
ten mischbar mil Wasser, sowie Glycerin oder Polyethylenglykol eingesetzt werden. Die waBrigen Losungen konnen fur 
10 diesen Zweck nicht-isoionisch oder isotonisch sein. WaBrige Losungen sind Mischungen von Wasser niit einer oder 
mehreren anderen Komponenten wie: Glycerin, Mannose, Glukose, Frukiose, Xylose, Trehalose, Mannitol, Sorbitol, 
Xylitol oder andere Polyole, sowie Polyethylenglykole, ebenso Elektrolyte wie beispielsweise Nau-iumchlorid. Diese 
Komponenten werden dann proportional zu der Basisformulicrung in einer Menge von 0,1 Gew.-% bis 50 Gew.-% und 
vorzugsweise in einer Menge zwischen 1 Gew.-% und 30 Gew.-%, bezogen auf die Gesamtformulierung, zugesetzt. 
15 Tensidfreie SLN werden hergestellt durch Dispergierung der Lipidphase in einer wassrigen Losung, die eine oder 
mehrere viskositatserhohende Substanzen enthali, eniwcder allcin oder in Kombination mit anderen Substanzen, sowie 
Zucker, Zuckeralkohole, besonders Glukose, Mannose, Trehalose, Mannitol, Sorbitol sowie andere. Desweiteren ist es 
mdglich, eine Kombination der viskositatserhohenden SiofTe oder die Kombination dieser mit Zuckem oder Zuckeralko- 
holen, oder in einer weileren Kombination mil Ladungsstabilisaloren oder Peptisaloren zu gebrauchen. Geeignele Pepti- 
20 satoren sind beispielsweise Natriumcitrat, Natriumpyrophosphat, Natriumsorbat. 

Die Einarbeitung von Ciclosporin in die Lipidmatrix kann nach unterschiedlichen Methoden erfolgen: 

1 . durch Losen von Ciclosporin in der inneren Phase; 

2. durch L5sen von Ciclosporin in einem Losungsmittel, das mit der inneren Phase mischbar ist und der inneren 
25 Phase zugesetzt wird. Das Losungsmittel wird anschlieBend, wenn erforderlich, teilweise oder komplett entfemt; 

3. durch Dispergierung des Ciclosporins in der Lipidphase (z. B. durch die Dispergierung von feingemahlenem Ci- 
closporin (beispielsweise nano-groBe Cydosporinkristalle) oder einer kontrollierten Prazipitation des Ciclosporins 
im Lipid oder Lipid-Losungsmittel-Gemisch); 

4. durch Losen des Ciclosporins in der auBeren waBrigen Phase und EinschluB der aktiven Substanz wahiend des 
30 Froduktionsprozesses in einem partikelstabilisierenden Tensidfilm; 

5. durch Adsorption von Ciclosporin an die OberflSche von Partikeln; (es sind Freisetzungsuniersuchungen durch- 
gefuhrt worden, die zeigen, dafi eine schnelle Freisetzung von bis zu 20% erfolgt ist, was anzeigt, daB zumindest ein 
Teil des Arzneistoffs auf der OberflSche lokalisiert war). 

6. durch L&sen des Ciclosporin in der Lipidphase mit Hilfe eines Idsungsvermittelnden Zusatzes (z. B. einem 
35 Block-Copolymer oder einem Sorbitan-Fettsaureester) und anschlieBendem Dispeigieren der Lipidphase um eine 

Pr^'Emulsion oder eine PrS-Suspension herzustellen. Ciclosporin Hegt dann in der Lipidmatrix als eine feste Ld- 
sung vor. 

Sterilisadon kann angewendet werden gemaB den Anweisungen des Arzneibuchs, z. B. durch Autoklavieren bei 110° 
40 oder y-Bestrahlung oder anderen anerkarmten Verfahren. Eine weitere mogliche Technik der Keimreduktion ist die lyn- 
dalisierung. 

Beispiel 1 

45 Ciclosporin A beladene Lipidpartikel wurden hergestellt durch Losen des Arzneistoffs und l^gat® S in der geschmol- 
zenen Imwitor TOO Lipidmatrix bei 85**C. Die heiBe Schmelze wurde mit einem Rotor-Stator Riihrer in einer waBrigen 
Natriumcholat-Losung bei 85 °C dispeigiert und die erhaltene Voremulsion mit einem Micron LAB 40 (APV Homoge- 
nizer GmbH, Lubeck, Deutschland) homogenisiert. Die Hochdruckhomogenisation erfolgte in 3 Zyklen bei 5(X) bar und 
85°C. Die Formulierung enthielt 8% Imwitor 900, 2% Ciclosporin A (das entspricht 20% Cyclosporin bezogen auf die 

SO Lipidmatrix), 2,5 Tagat® S, 0,5% Natriumcholat und 87% destilliertes Wasser. 

Diese Fonnulierung wurde in einer Dosierung von 16 mg/kg an drei Schweinen oral appliziert. Die Gabe der Zubeiei- 
tung erfolgte nach Verdunnen der SLN Dispersion mit Wasser zu 40 ml Uber einem Magenkatheter, der Katheter wurde 
anschlieBend mit 200 ml Wasser gespult. Die Schweine wurden 4 h nach der oralen Gabe geftittert. Die Blutspiegelkur- 
ven wurden abgebildet als FunkUon der Zeit, die Gehaltsbestimiiiung von Ciclosporin erfolgte iiber einen validierten Im- 

55 muno-Enzym- Assay (EMIT). Als Referenz wurde Sandimraun Neoral® (Novartis Pharma AG Basel, Schweiz) bei glei- 
cher Dosierung in gleicher Art und Weise (Verdunnung zu 40 ml und orale Gabe Uber den Magenkatheter, spulen mit 
2Q0 ml Wasser) angewendet. Der mittleie Blutspiegel der 3 Versuchstiere fiir jede der beiden Zubereitungen wird in 
Abb, 2 gezeigt (oben: Sandinunun Neoral* als Referenz, unten: Ciclosporin A-beladene feste Lipidnanopartikel). 

60 Beispiel 2 

Feste Lipidnanopartikel (SLN) Dispersionen mit ansteigender Ciclosporin-Beladung (5%, 10%, 15%, 20%) wurden 
mit Hilfe der HeiBhomogenisationsiechnik hergestellt. Die Produkiion erfolgte durch Schmelzen der Lipidphase bei 
85°C, losen des Arzneistoffs und Tagat® S in der Schmelze durch Ruhren, Zusatz der arzneistoffbeladenen Schmelze zu 
65 einer waBrigen Natriumcholat-Losung und Hersiellung einer Voremulsion durch Ruhren mit einem Rotor-Staior (Ultra 
Turrax® T 25 einschlieBlich der Dispergiereinheil N 18 G, Jahnke & Kunkel, Stauffen, Deutschland). Die Voremulsion 
wurde bei 85 °C mit einem lemperaturkontrollienen Micron LAB 40 Kolben-Spalt Homogenisator (APV Homogenizer 
GmbH, Liibeck, Deutschland) bei 5Q0 bar in 3 Homogenisationszyklen homogenisiert. Die Zusammensetzung der SLN 
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Formulierungen sind in Tab. 2 aufgefuhrt. 



Tabelle 2 



Zusammenseizung der SLN-Formulierung mil ansteigendem Anteil an Ciclosporin A. Die Prozentanteile von Ciclospo- 
rin sind kalkulierl als Prozentanteile der gesamten Formulierung und als Prozentanteile der Lipidmatrix (*). Die Lipid- 
matrix (Imwitor 900 und Ciclosporin A) bleibt konstant bei 10% der Gcsamtformulierung 



5^ Ciclospurin-beladene Imwitur 900 SLN Suspension 
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Imwitor 900 


Ciclosporin A Tagat** S Natriumcholat 


Aqua dem. 
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20% Cidospurin-belndene Imwitor 900 SLN Suspension 
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Ciclosporin A Tagat* S . Natriumcholat 
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35 
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ad 100% 





Die PartikelgroBen wurden mit Hilfe der Laserdiffraktometrie (LD) mit einem Masiersizer E (Malvern Instruments, 
England) besliimnt. Die LD Durchinesser d50%, d95% und d99% wurden ausgewahlt, um die Feinheit der Partikeldi- 40 
spersionen zu bestimmen und zu charakterisieren. Die PartikelgroBen werte sind in T^b. 3 aufgelistet, die OroBcnvertci- 
lungskurven in Abb. 4a dargestellt. 



TabeUe 3 

LD Durchmesser D50%, D95% und D99% der Ciclosporinbcladenen SLN-Formulierungen von T^b. 2 heigestellt durch 
HeiBhomogenisation (mittlerer Teilchendurchmesser von n=3) (Laserdiffraktomeirie Daten, Volumenvrateilung) 





d50% [ftm] 


d95% [|Jiml 


d99% [}im] 


Arzneistotlbeladung 5% 


0,40 
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Arzneistollbelndung 10% 
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0,32 


0.70 


M4 


Arzneistollbeladuiig 20% 
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0,69 


0,86 
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55 



60 

Beispiel 3 

Feste Lipidnanopartikel (SLN) Dispersionen mit ansteigender Ciclosporin A-Beladung (5%, 10%, 15%, 20%) wurden 
identisch in der Zusammensetzung zu Beispiel 2 (Tab. 2) produziert, jedoch durch Anwendung der Kalthomogenisati- 
onstechnik. Nach dem Losen des Arzneistoffs und des Tagat S® in der Lipidschmelze wurde die Schmelze abgekuhlt und 65 
in einerM5rserniuhle fiir 10 min gemahlen (Morsermuhle, Fa. Retsch, Hahn, Deutschland). Die erhaltencn groben Par- 
tikel wurden in einer waBrigen Natriumcholat-Losung mit Hilfe eines Ultra TAirrax® dispergiert. Die erhaltene Suspen- 
sion wurde bei 55° homogenisiert, d. h. etwa 5°C unterhalb des Schmelzbereichs von Imwitor 900 (Schmelzbereich 
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59°C bis 61 °C). Ein temperaturkontrollierier Micron Lab 40 (APV Homogcnizer GmbH, Liibeck, Deutschland) wurde 
verwendet und die Homogenisaiion fand in 3 Homogenisauonszyklen bei Raumtemperatur statt. Die PartikelgroBen 
wurden mil Hilfe der Laserdiffraktometrie (LD) ermittelt (Maslersizer E, Malvern Instruments, England). Die LD 
Durchmesser d50%, d95% und d99% wurden zur Charakterisierung der Feinheil der Partikel der Dispersion herangezo- 
5 gen und sind in Tab. 4 gezeigt, die korrespondierenden GroBenveneilungskurven in Abb. 4b. 

TabeUe 4 



LD Durchmesser d50%, d95% und d99% der Aizneistofinseladenen SLN Formulierungen von Tab. 2 produziert mil Hilfe 
10 der Kalthomogenisaiion (mittlerer Teilchendurchmesser von n=2) (LaserdifFraktometrie Datcn, Volumenverteilung) 





d50%[|jLm] 


d9S% [p-m] 


d99% [}j.ml 


Arzneistotlbehidung S% 


0.69 


37.56 


71,80 


Arzneistolllielaclung 10% 


0,49 


10,37 


51,90 


Arzneistoniieladung 15% 


0,46 


10,53 


23.93 


Arzneistollbeladung 20% 


0,59 


10,82 


24,43 



Beispiel 4 

25 Physikalische Lipid-Arzneistofif-Mischungen von Imwitor 900 und Ciclosporin A wurden mit sleigendem Anteil an 
Ciclosporin A von 0%-30% hergestellt. Ciclosporin A wurde in Imwitor 900 durch Erwarmen fiir 15 min auf 85°C ge- 
lost, anschlieBend die Lipidmatrix mit inkorporiertem gelostem Arzneisioflf wieder abgekiihlt. Die DSC Aufheizkurven 
dieser so erhaltenen Mischungen zeigen ein Anwachsen der Frakdon der weniger stabilen a-Modifikadon (Abb. 6). 



30 Beispiel S 

Die Einkapselungsrate wurde mit Hilfe der HPLC-Analytik bestimml, die SLN-Partikel waren hierbei mit ansteigen- 
dem Ciclosporin A Gehalt beladen. Die Partikel wurden mil Hilfe der HeiBhomogenisalionstechnik in 3 Homogenisaii- 
onszyklen bei 500 bar und 85**C hergestellt (Zusammenseteung: siehe Tab. 2). Die Einkapselungsrate ist definiert als der 
35 Prozentsatz der totalen Arzneistof¥konzentration in der Fomiulierung, der innerhalb der Pardkel eingeschlossen isl 
(100% Arzneistoff in der Formulierung sind gleich X Prozent im Lipidpartikel plus Y Pirozent freier Arzneistoff anteil in 
der waBrigen Phase). Die Daten sind in Tab. 5 aufgelistet. 



l^beUe 5 

40 

Einkapselungsraten mil ansteigender Ciclosporin A Beladung, die Parti kelherstellung erfolgte durch die HeiBhomogeni- 
salionstechnik bei S5°C ^ittelwert von n = 3) 





Einkapselungsrate 


Arzneistoflbeladung 5% 


95,4% 


Arzneistoflbeladung 10% 


963% 


Ar2neist(>nbeladung 15% 


97,5% 


Arzneistoilbelsidung 20% 


97,8% 



55 



Beispiel 6 



Die Einkapselungsrate wurde bestimml mit Hilfe der HPLC- Analyse von SLN-Partikeln mit ansteigendem Arznei- 
stoffanieil in der Lipidmatrix, die Partikel wurden hergestellt durch die Kalthomogenisalionstechnik bei 3 Zyklen und 
60 55°C (Zusammensetzung: siehe Tab. 2). Die Daten sind in Tab. 6 aufgelistet. 
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Tabelle 6 

Einkapselungsrate mit ansteigender Ciclosporin-Beladung, die Partikelherstellung erfolgte durch die Kalthomogenisali- 

onstechnik bei 55°C 





Einkapselungsrate 


Arzneistotl'beladung 5% 




Arznei.st(>m)e![idiing \{)% 




Arznei.st(»ni)i;lndung 15% 




Arzneistf>lTl)elndung ZiVFc 


93,9% 



Beispiel 7 

Eine waBriger LQsung von 10% Trehalose (m/m) wurde im Verhaltnis 1 : 1 mileiner wafirigen festen Lipidpartikel Di- 
spersion (8% Imwilor 900, 2% Ciclosporin A, 2,5% Tagat S®, 0,5% Natriumcholat, 87% desiilliertes Wasser) gemischt 20 
und gefriergeLrocknet. Der EinfrierprozeB wurde bei -20°C in Injektionsflaschen mit 2 ml der Trehalose-Lipidparlikel- 
Mischung durchgefuhrt, die Gefriertrocknung erfolgte in einer Gamnia-2-20 Anlage der Fa. Christ, Osterode i.H., 
Deutschland fiir 24 h bei -10**C und einem Vakuum von 0,370 bar. Die Nachtrocknung der Suspension fand bei 0°C, 
370 mbar in einem Zeitraum von 12 h stalt. Das Produkt war ein irockenes und flockiges Pulver, Ciclosporin war in der 
Lipidmatrix in einem ainorphen Zustand eingekapsell, wie mit Hilfe der Weitwinkelronlgendiffraklometrie nachgewie- 25 
sen werden konnte. Die Rontgenstrukiuranalyse des Produkles erfolgte am Tag 1 nach Gefriertrocknung und am Tag 180 
nach Lagerung bei 25**C (Abb. 8). Nach 180-tagiger Lagerung kristallisierte lediglich Trehalose aus, wie deutlich an den 
Streupeaks in Wnkelbereichen von 2 Theta = 13° und hoher erkennbar ist. Ciclosporin verblieb iiber den gesamten La- 
gerungszeitraum in einem amorphen Zustand, was deutlich an der Abwcsenheit von typischen Ciclosporin Kristallpeaks 
im Streumuster in Abb. 8 erkennbar wild (2 Theta = 7^ bis 13^). 30 

Beispiel 8 

Ein Betrag von 10% Trehalose (m/m) in einer 10%-igen ethanolischen wassrigen Losung wurde im Verhalmis 1 : 1 
mit einer waBrigen festen Lipidpartikel Dispersion (8% Imwitor 900, 2% Ciclosporin A, 2,5% Tagat S®, 0,5% Natrium- 35 
cholat, 87% destilliertes Wasser) vermischL Die erhaltene Mischung wurde an einem Minibiichi (Biichi, Schweiz) spriih- 
getrocknet. Die Spriihtrocknungsparameter waren: 95**C Inlet Temperatnr, 45°C Outlet Temperatur, 1 ml/min RuBrate. 
Das Produkt war ein trocknes und flockiges Pulvec Ciclosporin war in die Lipidmatrix in einer amorphen Form einge- 
kz^selt 

40 

Beispiel 9 

Zubereitungen von 2 kg SLN Dispersionen wurden an einem modifizierten Lab 60 Kolben-Spalt Homogenisator 
(AFV Homogenizer GmbH, Ltibeck, Germany) produzierL Der Homogenisator verfugte liber temperierbare GefliBe, 
Leitungen und Homogenisationsvendle wie beschreiben in [R.H. MOller, S. Gohla, G.E. Hildebrand, S.A. Runge, A. 45 
Dingier, Dispersion of solid lipids - solid lipid nanoparticles (SLN): Production and possible applications in food, cos- 
metic and pharmaceutical products. World Congress on Emulsion, Bordeaux, 1-2-195, 1997]. Der 10 kg Zulaufbehalter 
war mit einer Zahnscheibe ausgestattet, der Produktauffangbeh^ter mit einem 4-blgttrigen Edelstahl-PtopellerrUhrer. 
Die Produktion erfolgte im kontinuierlichen Umlaufbelrieb, d. h. nach dem Passieren des Homogenisationsspaltes und 
erfolgter Homogenisation wurde das fein dispergierte Produkt in den Zulaufbehalter direkt zuruckgefuhrt, um eine er- so 
neute Homogenisation zu ermoglichen. 

40,0 g Ciclosporin A (2.0%) wurden bei SS^'C in 160,0g geschmolzenem Imwitor 900 (8,0%) mil 50,0 g T^gat S* 
(2,5%) unter Ruhren gelost. Die Schmelze von 250,0 g wurde in 1750 g Wasser mit 10,0 g Natriumcholat (0,5%) dispcr- 
giert. Bei 85^C erfolgte die Homogenisation mit 5(X) bar im kontinuierlichen Umlaufbelrieb uber 20 min. Die Formulie- 
rungen wurden mit ansteigenden Homogenisadonszeiten in 5 min.-Stufen zubereitel (Tab. 7). Die Partikelgr&Benanalyse 55 
erfolgte mittels der LaserdifTraktometrie (Mastersizer E, Malvern Instr., UK) und Riotonenkorrelationsspektroskopie 
(Coulter N4P1US, Coulter Electr., USA). 

'rabeUe7 

60 

Partikelgr&Benanalyse einer 21 Zubereitung von 2%-igen Ciclosporin A-beladenen Lipidpartikel Dispersionen heige- 
stellt mit Hilfe der HeiBhomogenisationstechnik an einem modiflzierten LAB 60 Kolbenspalt-Hochdruck-Homogenisa- 
tor. Die Zubereitungen wurden mit ansteigender Homogenisadonszeit heigestellt (5 min, 10 min, 15 min, 20 min). La- 
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serdiffraktonictrie Daten (LD Durchmesser 650% und d95%, Volumcnvcrtcilung), Photoncnkorrelationsspcktroskopie 

Daten (mittlerer PCS Teilchendurchmesser) 

Zubereitung. Homogenisationszeit PartikelgrdRen-Para meter 

1 5 min LD Durchmesser d50% 0,40 jtm 

LD Durchmesser (195% 0,99 fun 
PCS Durchmesser 221 nra 

2 10 min LD Durchmesser d50% 0,33 jim 

LD Durchmesser 695% 0,77 p.m 
PCS Durchmesser 199 nm 



3 15 min LD Durchmesser <150% 0,31 jtm 

20 LD Durchmesser d95% 0,69 jun 

PCS Durchmesser 184 nm 



20 min LD Durchmesser d50% 0^1 ixm 

LD Durchmesser d95% 0,68 ji.m 
PCS Durchmesser 180 nm 



30 Beispiel 10 

40,0 g Ciclosporin (=2%) warden bei 80**C in 160,0 g geschmolzenen Imwitor 900 (8,0%) inklusive 50,0 g Tagat 
(2^%) durch Riihren gel6sL Die Schmelze von 250,0 g wurdc in 1750 g Wasser inklusive 10,0 g Nauiumcholai (0,5%) 
dispergierL Die Emulsion wurde mil einer Zahnscheibe fiir 1 min bei 150 U/min bei 80**C dispergiert (Tab. 8). Die Par- 
35 tikelgroBenanalyse wurde mit Hilfe der LaserdiffraktomeUie und Photonenkorrelationsspektroskopie durchgefUhrl (Ma- 
stersizer E fur die LaserdifFraktomeUrie, Malvern Insunments, England und Coulter N4 Plus fiir die Photonenkorrelati- 
onsspekunoskopie, Coult^ Electronics, USA). 



Tabelle 8 

Die Pardkclgrofienanalyse einer 2 1 Zubereitung einer 2% Ciclosporin A-beladenen Lipidpartikel Dispersion nach Riih- 
ren mit einer Zahnscheibe (0 = 15 cm) bei 85**C mit 150 U/min. LaserdiffraktomeUie Daten (LD Durchmesser d50% 
und d95%, Volumenverteilung), Photonenkorrelationsspekuoskopie Daten (mittlerer PCS Teilchendurchmesser) 

LD Durchmesser d50% 0,83 

L5 LD Durchmesser d95% 19,33 pm 

PCS Durchmesser 322 nm 

50 Beispiel 11 

8(X) mg Ciclosporin wurden bei einer Temperaiur von 85**C in 3200 mg geschmolzcnem Compritol 888 ATO durch 
Ruhren gelost. Die Schmelze (4,0 g) wurde in 36,0 g Wasser dispergiert. Die wafirige Losung beinhaltete Polysorbat 80 
und Sojalecithin (Lipoid S75). Die Emulgator-KonzenUration war 1360 mg bzw. 120 mg (kalkulien als Anteil der Ge- 
55 samtformulierung von 40,0 g, entsprechend 3,4% f Or Polysorbat 80 und 0,3% fur Lipoid S 75). Bei 85**C wurde mit Hilfe 
der HeiBhomogcnisation bei cinem Druck von 500 bar und 3 Homogenisationszyklen die Lipiddispersion homogenisiert 
(Tab. 9). Die PanikelgroBenanalyse wurde mit Hilfe der LaserdiffraktomeUie und Photonenkorrelationsspekuoskopie 
durchgefiihrt (Mastersizer E fiir die Laserdif&aktometrie, Malvern Insunments, England und Coulter N4 Plus fUr die 
Photonenkorrelationsspektroskopie, Coulter Electronics, USA). 



TabeUe 9 

Parlike IgroBenanalyse einer 2% Ciclosporin-beladenen Lipidpartikel Dispersion mit Compritol 888 ATO als Lipidmatrix 
(8%), Ciclosporin (2%), Polysorbat 80 (3,4%) und Sojalecithin (Lipoid S 75, 0,3%) als Emulgatoren in destillienem 
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Wasscr (86,3%). Lascrdiffraktometrie Dalcn (d50%, d95% und d99%, Volumcnvertcilung), Photonenkorrelationsspek- 
troskopie Daien (PCS initUerer Teilchendurchmesser, PolydispersitStsindex (PI) 



LD Durchmesser d50% 0,33 pm 

LD Durchmesser d95% 0,9 1 pm 

LD Durchmesser d99% 3,00 pm 

PCS Durchmesser 163 nm 

PCS Polydispersitatsindex 0,339 



10 

Beispiel 12 

800 mg Ciclosporin wurden bei 85°C in 3200 mg geschmolzenem Precirol ATO 5 als Lipidmatrix durch Ruhren ge- 
lost. Die Schraelze von 4,0 g wurde dispergierl in 36,0 g Wasser mit Poloxamer 188 und Natriumcholat (kalkuliert auf 
die Gesamifonnulierung von 40,0 g, entsprechend 2,5% Poloxamer 188 und 0,5% NaUriumcholal) als Emulgatoren. Die 15 
HeiBhomogenisation und Parti kelgroBen analyse (Tab. 10) wurde entsprechend dem Beispiel 11 durchgefuhrt 

TabeUe 10 

Parti kelgroBenanalyse einer 2% Ciclosporin-beladenen Lipidparlikel Dispersion mil Precirol ATO 5 als Lipidmau-ix 20 
(8%), Ciclosporin (2%), Poloxamer 188 (2,5%) und Natriumcholat (0,5%) als Emulgatoren in deslilliertera Wasser 
(87%). Laserdiffraktomeurie Werte (d50%, a95% und d99%, Volumenverteilung), PhotonenkorrelalionsspekUoskopie 
Daten (miltlcrcr PCS Tcilchendurchmesser, Polydispersitatsindex (PI)) 

LD Durchmesser d50% 
LD Durchmesser d95% 
LD Durchmesser d99% 
PCS Durchmesser 
PCS Polydispersitatsindex 

Beispiel 13 

800 mg Ciclosporin wurden bei SS^C in 3200 mg geschmolzenem Bienenwachs durch Ruhren gelost, die Schmelze 
von 4,0 g wurde in 36,0 g Wasser mit Polysorbat 80 als Emulgator dispeigierl. Die Emulgatorkonzeniration betrug 35 
480 mg (kalkuliert auf die Gcsamiformulicrung von 40,0 g entspricht das 1,2%). Die HeiBhomogenisation und Partikel- 
groBenanalyse (Tab. 11) wurde entsprechend den Ausfuhrungen in Beispiel 11 durchgefuhit 

TabeUe 11 

40 

PartikelgioBenanalyse einer 2% Ciclosporin-beladenen Lipidparlikel Dispersion mit Bienenwachs als Lipidmatrix (8%), 
Ciclosporin (2%) und Polysorbat 80 (1,2%) als Emulgator in destilliertem Wasser (88,8%). Laserdiffraktometrie Daten 
(d50%, d95% und d99%, Volumenverteilung) Phoionenkorrelalionsspektroskopie Daten (mitderer PCS Teilchendurch- 

messer, Polydispersitatsindex (FI)) 

45 

0,36 Mm 
1,20 pm 
3,51 pm 
279 nm 

0,148 ^ 



0,30 pm 
0,74 pm 
5,73 pm 
193 nm 
0.312 



25 



30 



LD Durchmesser d50% 
LD Durchmesser d95% 
LD Durchmesser d99% 
PCS Durchmesser 
PCS Polydispersitatsindex 



Beispiel 14 

Herstellung von SLN mit Tetracain 55 

Zur Herstellung von mit Tetracain beladenen Lipidpartikeln wurden 0,40 g Tetracain in 3,60 g geschmolzenem Imwi- 
tor 900 gelost (=10% Arzneistoff in der Lipidphase), 1 ,00 g Tagat S der Schmelze zugesetzt und diese dann in 35,0 g hei- 
Bem Wasser, dem 0,20 g Natriumcholat zugesetzt war, mit einem Rotor-Stator dispergiert. Die Gesamtrezeptur enthielt 
somit 1 0% Lipidphase (9% Lipid und 1 % Tfetracain). 2,5% Tagat S, 0,5% Natriumcholat, und 87% Wasser. Die erhaltene 60 
Rohemulsion wurde mit einem LAB 40 bei 85°C und einem Druck von 500 bar mit 3 Zyklen homogenisiert Nach Ab- 
kuhlen bildeten sich feste Lipidparlikel. PartikelgroBenanalytik mit einem Laserdiffraktomeler (MasterSizer E, Malvern 
Instruments) ergab einen Durchmesser 50% von 0,39 pm, Durchmesser 95% von 65 pm und Durchmesser 99% von 
77 pm. 

Zur Herstellung von mit Tetracain beladenen Lipidpartikeln mit 20% Arzneistoff in der Lipidphase wurde 0,80 g Te- 65 
iracain in 3,20 g geschmolzenem Imwitor 900 gelost und dann wie oben verfahren. Die PartikelgroBenanalytik ergab ei- 
nen Durchmesser 50% von 0,44 pm, Durchmesser 95% von 71 pm und Durchmesser 99% von 78 pm. Erhohung des 
Arzneistoffgehalts erhoht die Polydispersitat. 



15 



DE 198 19 273 A 1 



Zur HcrstcUung von mil Telracain beladenen Lipidpartikeln unter Vcrwcndung von Compritol als Lipid wurde iden- 
tisch zur Herstellung von mil Tetracain beladenen Imwitor 900 Partikeln verfahren. Bei 10% Arzneistoffgehalt in der Li- 
pidphase ergaben sich ein Durchmesser 50% von 0,45 pm, Durchmesser 95% von 75 pm und Durchmesser 99% von 
79 pm. 

5 Bei 20% Arzneistoffgehalt in der Lipidphase ergaben sich ein Durchmesser 50% von 0,39 pm, Durchmesser 95% von 
73 pm und Durchmesser 99% von 79 pm. 

Ersatz von Cyclosporin durch Tetracain flihrte zu extrem polydispersen Panikelpopulationen, bei 10% Arzneistoff in 
der Lipidphase liegen 95% der Pariikel in einem breiten Bereich von 0,1-65 bzw. 75 pm bei Imwitor 900 bzw. Compritol 
als Lipid (Vergleich Cyclosporin aus Bcispiel 2 : 0,1-0,8 pm). 
10 Die Erhohung des Arzneistoffanteils fiihrie zu keiner Verbesserung der HomogenitSt wie sie z. B. bei Cyclosporin- 
Partikeln beobachtet v^^urde, der Durchmesser 99% bleibt unverandert bei ca. 78 pm (Vergleich Cyclosporin aus Beispiel 
2, bei Erhahung von 10% auf 20% Cyclosporin Hmiedrigung des Durchmessers 99% von 5,68 Mm auf 0,86 pm). 

Problematik der Ciclosporin-Hierapie und des notwendigen Drug Monitoring 

15 

Die Bestimmung der Pharmakokinctik von Ciclosporin ist sowohl abhangig von der Art des biologischen Mediums 
(Blut vs. Plasma oder Serum) als auch von der Assay-Methode (radioimmunoassay (RIA) vs. Hochdruckfliissigkeil- 
schromatographie (HPLC)). Aufgrund dieser Abhangigkeiten sind die Interpretation von pharmakokinetischen Dalen 
und die Bestimmung einer Korrelation zwischen Konzentration in biologischen Flussigkeiten und therapeutischen und/ 

20 Oder toxischen Effekten dieses Arzneisioffes sehr schwierig. Die am haufigsten auftretende und klinisch wichtigsie Ne- 
henwirkung von Ciclosporin ist die Dosis-abhangige Nephrotoxizitat. Hohere Blulspiegel von Ciclosporin ftihren zu ei- 
nem Anfluten hdherer Konzentrationen des Arzneistoffs in den Nieren, was zu einer \^elzahl unterschiedlicher histolo- 
gischer Veranderungen fuhrt. Aufgrund dieser haufigen Komplikaiion erfordert die Ciclosporin-Therapie zwingend eine 
Individualisierung der Dosierung iiber intensives teures und zeitaufwendiges Monitoring der Blutspiegel und renalen 

25 Funktion. Mediziner in der Klinik fiihren ein Monitoring regelmaBig durch, das heiBt wahrend der friihen Posttransplan- 
tations-Periode taglich oder 3-4 mal pro Woche, nach 6 Monaten bis 1 Jahr nach Transplantation Reduzierung auf 1 mal 
monatlich. Das Monitoring erfolgt dabei im allgemeinen anhand der sogenannten IVough Blutspiegel, das heiBt dem aus- 
laufenden Blutspiegel nach dem ersten Plasmapeak (z. B. 24 Stundenwert). 

30 Dosierung, Blutspiegel, therapeutische Eflizienz und Toxizitat von Ciclosporin 

Maximale Blutspiegelkonzentrationcn (Peaks) von Ciclosporin (bestimmt mitHPLC) sind ungefahr 1,4-2,7 ng/ml pro 
1 mg von einer peroral applizierten Dosis von einer konventionellen Formulierung (z. B. Sandimraun) in gesunden Er- 
wachsenen. Die Formulierung von Ciclosporin als eine Emulsion (Sandinmiun Neoral/Oploral) hat eine hohere Biover- 
35 fiigbarkeit, was zu hdheren Blutspiegelpeaks und zu einer groBeren Flache unter der Arzneistoffkonzentration/Zeit- 
Kurve fuhrt (AUC). 

Mit RLA gemessene Trough Blulspiegelkonzentrationen (nach 24 Stunden) von 250-800 ng/ml scheinen sowohl die 
Haufigkeit der OrganabstoBung als auch Ciclosporin induzierte Nebenwirkungen zu minimieren. Eine Vferbindung zwi- 
schen Trough Serumkonzentrationen (gemessen mit RIA) oberhalb von 500 ng/ml (konrespondierende BlutkonzenUrati- 
40 onsbereich 700-1350 ng/ml) und Ciclosporinindizierter Nierentoxizitat wurde berichtet 

Tabelle 12 gibt eine Zusammenfassung von klinischen Human-Daten, die den Effekt der Dosis auf die (mit RIA ge- 
messene) maximale Blutspiegelkonzentration zeigt (nach Daten der AHFS, American Hospital Formulary Service, 1997, 
pp. 2862-2873). Zu Veigleichszwecken sind die Daten der an Schweinen durchgefuhrten Studie eingeschlossen um den 
Effekt der Erfindung zu demonstrieren. 
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TabeUe 12 



Applizierte Dosis und maximale Blutspiegelkonzenlration (gemessen mil RIA). Vei^gleich: Daten aus Studie an Schwei- 

nen 

S 



Species 


Ponnulicnifig 








nrwachscncr, ilc nnvo Nicrentraiviplantation 




Iff J ^ut^im^ 


•Oil* ^nacn vvocncn^ 


10 


Rrwacfisener, dc novu I^crtransplantatkm 


Ncoial 


6,9 (taglich) 


1555 (nach 4 Wochen 




7-15 Jahrc alt, stabiles Nicrcntransplantat 


Ncoial 


3,7 (sn^imal tagjich 


1827 


15 


3 Jahre alt, stabiles Ixbcrlransplantat 


Ncoral 


4,15 (zwcimal tS^- 
lich 


1050 






Ncoral 


16 runmaldnens 




20 


Schwcln 






745,7 





Die Applikation einer durchschnittlichen Erhaltungsdosis von Ciclosporin (z. B. 8 mg/kg) fur einen 70 kg schweren 25 
erwachsenen Patienten mil existierenden TVough Blutspiegelwerten von 700-1350 ng/ml wurde in einer maximalen 
Blulspiegelkonzentration (Peak) zwischen 1484 ng/ml und 2863 ng/ml resultieren (berechnei auf der Basis von HPLC- 
Daten fiir Sandinunun, Daten laut Hers teller). Berucksichtigt man die niedrigere Sensitivitat von HPLC im Vfergleich zu 
RIA und die gleichzeitig hohere Bioverfiigbarkeit von Neoral, so konnen noch hohere Blutspiegelmaxima fiir Neoral an- 
genommen werden. Basierend auf diesen Daten konnen toxische Blutspiegelwerte fiir Ciclosporin oberhalb von 30 
1500 ng/ml angenomxnen werden. Die Applikation hoherer Erhaltungsdosen zur Erzielung eines therapeutisch vorleil- 
haften hoheren Trough Blutspicgels wiirde bei den bisherigen Formulierungen Peaks bis weit in den toxischen Blutspie- 
gelbereich ei^eben. 

Klinische Vorleile der Erfindung 35 

Die Abb, 2 und die von der Schweinestudie erhaltenen pharmakokinetischen Daten zeigen, daB man als eine iiberra- 
schende und einmalige Eigenschaft der Erfindung eine dramatische Reduktion (50%) und eine Vbrzogerung der maxima- 
len Blutkonzentrationen im Vergleich zu Neoral bei identischer intragastrinaler Dosierung eihalt. Die Trough Blutspiegel 
fUr beide PrSparate sind Shnlich und die AUC Werte sind vergleichbar innerhalb der pharmazeutischen Bioaquivalenz- 40 
Grenzwerte. Es ist allgemein anerkannt, daB die gastrointestinale Anatomie des Schweins der des Menschen veigleichbar 
ist und die Daten von Studien in Schweinen in adaquaterweise den grundsMtzlichen Verlauf im Menschen widerspiegeln. 
Die mil der erfindungsgemaBen Formulierung erzielte stark emiedrigte maximale Blulspiegelkonzentration und die \%r- 
zdgerung ihres Entritts ist aus den folgenden Grunden Uberaus vorteilhaft fiir die Ciclosporin-Therapie: 

45 

1. Signifikant reduziertes Risiko fiir Nierentoxizitat 

2. Hohere Flexibilitat in der Erhohung der Dosierung aufgrund emiedrigter bzw. ausbleibender Plasmapeaks. 

3. Die Dosiserhohung ermdglicht erstmalig die Einstellung htiherer Trough Blutspiegel, was zur Verminderung von 
AbstoBungsreaktionen fuhrt (h&heie therapeutische Effizienz) 

4. Reduzierung der Haufigkeit von bisher notwendigem - teurem und zeitintensivem - regelm^Bigem Monitoring SO 
von Ciclosporinblutspiegclkonzcntrationen und regelmaBiger Oberpriifiing der renalen Funktion. 

Die oben genannten Vorteile der erfindungsgemaBen Formulierung sind von speziellem Vorteil in der padiatrischen 
Therapie mit Ciclosporin, und zwar nicht nur zur Verhinderung der OrganabstoBung sondem auch fur eine Reihe von ent- 
zQndlichen schwer therapicibaren Erkrankungen (z. B. Morbus Crohn, ulzerierende Colitis, Psoriasis und juvenile Ar- 55 
thritis) mit einer signifikanten HSufigkeit (z. B. Qber 1 Million) in den USA. 

Patentansprtiche 

1. Arzneistofftrager, der feste Lipidpartikel beladen mit Ciclosporin oder Ciclosporinderivaten natiiriichen und/ 60 
Oder synthetischen Ursprungs umfaBt. 

2. Arzneistoffu-ager nach Anspruch 1, der tensidhallige oder tensidfreie Partikel eines Lipids oder der Mischung 
von Lipiden umfaBt, die in cinem PartikelgroBenbereicfa von 10 nm bis 100 pm liegen und bei Raumtemperatur fest 
sind, wobei die Partikel der Hauipopulation einen mittleren Teilchendurchmesser im Bereich von 40 nm bis 100 pm 
aufweisen und hersiellbar sind, indem entweder eine innere Phase (Lipidphase) in einera Dispersionsmedium (Was- 65 
ser, waBrige Losung oder eine mil Wasser mischbare Flussigkeit) in geschmolzener oder erweichter Form disper- 
giert wird, oder eine innere Phase (Lipidphase) in einem Dispersionsmedium in einer festen Form dispeigiert wird, 
wobei die feste Phase hierbei vor dem DispergierprozeB fein zerkleinert wird. 
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3. ArzneisiofTirager nach Anspruch 1 oder 2, bei dem die Pardkel einen Teilchendurchniesser von 10 nmbis 10 pm 
aufwcisen, durch Hochdruckhomogcnisation hergestellt worden sind und in einem bei Raumtemperatur festem Zu- 
stand vorliegen, wobei die Parti kel der Hauptpopulation einen mittleren PCS Teilchendurchmesser im Bereich von 
40 nm bis 1000 nm besitzen. 

5 4. Arzneistofflrager nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnel, daB die Panikel der Hauptpopulation einen mittle- 

ren Teilchendurchmesser ira Bereich zwischcn 100 nm und 500 nm besitzen und daB mit geeigneten ausgewahlten 
ProzeBparametem und Zusatzen die PCS Teilchendurchmesser im Bereich zwischen 40 nm und 100 nm liegen. 

5. Arzneisiofftrager nach einem der Anspriiche 1 oder 2, bei dem die Panikel durch Hochgeschwindigkeits-Riih- 
rung, Ultraschall-Beschallung oder einen MahlprozeB, insbesondere durch Einsalz von Flussigstrahl- (jet sUeam) 

10 oder Luflstrahlmiihlen hergestellt worden sind und bei Raumtemperatur als feste Panikel vorliegen, wobei die Par- 

likel der Hauptpopulation einen mitderen Teilchendurchmesser von 0,5 bis 100 pm (deiektiert mittels Laserdif- 
frakiometrie) aufweisen. 

6. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnel, daB der Gehalt der inneren Phase 
(Lipidphase) bezogen auf die Gesamtformulierung im Bereich von 0,1% bis 40% (m/m) und insbesondere im Be- 

15 reich zwischen 1% bis 20% (m/m) liegt, 

7. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnel, daB er als Material der Panikel- 
matrix Monoglyceride, Diglyceride und/oder Triglyceride, Fetialkohole, deren Ester oder Ether, Wachse oder Li- 
pidpeptide oder eine Mischung derselben aufweist. 

8. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnel, daB er Glyceroltrilaurat, Glycer- 
20 olmyristat, Glycerolpalmitat, Glycerolsiearat und/oder Glycerolbehenat, oder eine Mischung derselben mit Mono-, 

Di- und Triglyceriden, als Glycerid- Mischung, insbesondere Imwitor 900, Fettalkohole, insbesondere Cetylalkohol 
und Stearylalkohol, und/oder Wachse, insbesondere Ceiylpalmitat und gebleichtes Bienenwachs, beinhaltet 

9. ArzneisiofFtrager nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnel, daB er einen Zusatz von einem 
oder mehreren dispersionsstabilisierenden Zusatzen in einer Menge bezogen auf die Gesamtformulierung von 

25 0,01% bis 30% (in/m) und insbesondere im Bereich von 0,5 bis 10% (m/m) aufweist, 

10. Arzneistofftrager nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnel, daB die dispersionsstabilisierenden Zusatze Sub- 
stanzen aus der Reihe der Poloxamere, Poloxamine, elhoxylierten Monoglyceride und Diglyceride, ethoxylierten 
Upide, elhoxylierten Fettalkohole und Alkylphenole, elhoxylierten Fettsaureester, Polyglycerinether und -ester, Le- 
ci thine. Ester und Ether von Zuckem oder Zuckeralkoholen mil Fellsauren oder Fellalkoholen, Phospholipide und 

30 Sphingolipide, Sterole oder deren Ester und Ether, sowohl allein als auch in Form von deren Mischungen umfassen. 

11. Arzneistofftrager nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnel, daB die dispersionsstabilisierenden Sub- 
stanzen Eilecithin, Soyalecithin oder hydrierte Lecithihe, deren Mischungen oder der Mischung eines oder beider 
Leci thine mit einem oder mehreren Phospholipid-Komponenien, Cholesterol, Cholesierolpalmiial, Sligmasierin 
oder anderen Sterolen umfasen. 

35 12. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnel, daB er einen Zusatz von ioni- 

schen Bmulgatoren zur Ladungssiabilisierung bezogen auf die urspriingliche Zubereilung in einer Menge von 
0,01% bis 10% (m/m) und insbesondere im Bereich von 0,05-2% (m/m) umfafiL 

13. Arzneistofftrager nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnel, daB er als geladene ionische Ladungsslabilisaio- 
ren Diacetylphosphat, Phosphalidylglycerol, gesailigle oder ungesSltigte Felts&uren, Nalriumcholat, Nalriumglyco- 

40 cholat, Natriumtaurocholal oder deren Mischungen und/oder AminosSuren umfafit 

14. Arzneisiofftrager nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnel, daB er eine oder mehrere viskositatserfadhende 
Subslanzen bezogen auf die ursprQngliche Zubereitung in einer Menge von 0,1% bis 10% (m/m) und insbesondere 
innerhalb eines Bereichs von 03% bis 5% (m/m) umfaBt 

15. Arzneistofftrager nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnel, daB er die viskositStserhohenden Stoffe Cellu- 
45 lose, deren Ether und Ester, Poly vinylderi vale. Alginate, Polyacrylaie, Xanlhane und/oder Pfckline oder eine Mi- 
schungen derselben umfaBt 

16. Arzneistofftrager nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnel, daB er auBerdem einen oder mehrere 
Zucker und/oder einen oder mehrere Zuckeralkohole, insbesondere Glucose, Mannose, IVehalose, Mannitol und/ 
Oder Sorbitol umfaBt. 

SO 17. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch gekennzeichnel, daB er (alleine oder in Kom- 

bination) Peplisaloren, insbesondere Natriumcitrat und/oder Nairiumphosphale, umfafit. 

18. ArzneisiofftrSger nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnel, daB die Parlikel in destillienem 
Wasser, in einer waBrigen Losung mil Zusatzen von Eleklrolyten, Mono- und Disacchariden, Polyolen oder deren 
Mischungen oder in Fliissigkeilen, die mil Wasser mischbar sind, dispergien sind, wobei als Additive NalriumchLo- 

55 rid, Mannose, Glucose, Fruktose, Xylose, Trehalose, Mannitol, Sorbitol, Xylitol und/oder Glycerol vorzugsweise in 

einer Menge von 0,1% bis 50% (m/m), und insbesondere im Bereich zwischen 1% und 30% (m/m) bezogen auf die 
urspriingliche 21ubereilung voriianden sind. 

19. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche I bis 18, dadurch gekennzeichnel, daB die Pardkel lyophilisiert 
Oder spriihgeirocknet sind oder durch andere Trocknungsprozesse in eine irockene Form iiberfiihrt oder verarbeitet 

60 wurden. 

20. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnel, daB die Herstellung unter Aus- 
schluB halogenierter organischer Losungsmiitel und bevorzugt unter AusschluB von organischen Losungsmitteln 
iiberhaupt erfolgt ist. 

21. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekeimzeichnel, daB Ciclosporin in naturlicher 
65 oder synthetischer Form, alleine als aktive Subslanz CWirkstofQ oder in Mischung mit anderen aktiven Subslanzen 

(Wrkstoffen) vorhanden ist. 

22. Arzneistofftrager nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnel, daB die akdve Substanz bzw. die aktiven Sub- 
slanzen in den Partikeln fein dispergierl und/oder gelost vorliegen und/oder auf der Oberflache der Partikel adsor- 
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biert vorliegen. 

23. Arzncistofftrager nach eincm der Anspriiche 1 bis 22, dadurch gekcnnzeichnet, daB 0,01% bis 70% Ciclospo- 
rin, vorzugsweise 1% bis 30% Ciclosporin, kalkuiiert auf das Gewicht der Partikel (d. h. Lipid + Ciclosporin = 
100%), vorhanden sind. 

24. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB er aus einer Mischung von 5 
Mono, Di- und Triglyceriden der Palinilin- und Stearinsaure als LipidmaUix, die inil 0,01% bis 70%, vorzugsweise 

5% bis 30% Ciclosporin beladen ist und mit einer Mischung von Polyoxyethylenglycerolmonoslearat und Natrium- 
cholai siabilisiert, besteht 

25. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB er aus einer Mischung von 
Mono-, Di- und Triglyceriden der Palmitin- und Stearinsaure als Lipidinauix, die mil 5% bis 30% Ciclosporin be- 10 
laden ist und mil Lecithinen, Poloxamer 188, einem Zuckeralkohol oder -ester oder -ether, Polysorbat 20, 40, 60 
Oder 80, Natriumcholat oder deren Mischungen stabilisierl ist, besteht. 

26. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche 1 bis 25, dadurch gekennzeichnet, daB er in Form einer Endformu- 
licrung zur oralen und peroralen Anwendung als trockenes Pulver in Sachets zur Rckonstitution als Suspension vor 
dem Gcbrauch, als Pellets, Granulat, Tablctte, Brausctablette, Kapsel und thcrapeudsches Arzneistoflffreisetzungs- 15 
system, insbesondere als bioadhasive Tablette vorliegt. 

27. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche 1 bis 25, dadurch gekennzeichnet, dafi er in Form einer Bndformu- 
lierung zur parenteralen Anwendung, insbesondere als Partikelsuspension oder zu groBeren Freisetzungseinheiten 
verarbcitet, wie vorzugsweise Tablctten oder Zylindem zur Implantation vorliegt. 

28. Arzneistofftrager nach einem der Anspriiche 1 bis 27 fiir die therapeutische Behandlung mit Ciclosporin-For- 20 
mulierungen, die eine mittlere Blutspiegelkonzentration im Steady State Bereich von 300ng/ml bis iiber 
1000 ngfmU vorzugsweise iiber 800 ng/ml, insbesondere bis 900 ng/ml, bevorzugi von 400 ng/ml bis 800 ng/ml un- 

ter Abwesenheit hoher mittlerer initialer Blutspiegelkonzentrationen iiber 1200 ng/ml, vorzugsweise iiber 
1000 ng/ml und bevorzugter uber 800 ng/ml erzeugt. 

29. Arzneistofftrager nach Anspruch 28, der die mittlere Blutspiegelkonzentration im Steady State Bereich fiir ei- 25 
nen verlangerten Zeitraum von mindeslens 5 h, vorzugsweise mindestens 7 h, insbesondere 9 h erzeugt 

30. Therapeutische Behandlung mit Oclosporin Formulierungen, die eine mittlere Blutspiegelkonzentration im 
Steady State Bereich von 300 ng/ml bis iiber 1000 ng/ml, vorzugsweise Uber 800 ng/ml, insbesondere bis 
900 ng/ml, bevorzugt von 400 ng/ml bis 800 ng/ml unter Abwesenheit hoher mittlerer initialer Blutspiegelkonzen- 
trationen aber 1200 ng/ml, vorzugsweise iiber 1000 ng/ml und bevorzugter Uber 800 ng/ml erzeugt. 30 

31. Therapeutische Behandlung nach Anspruch 30, die eine verlangerte mittlere Blutspiegelkonzentration im 
Steady State Bereich fur einen verlangerten Zeitraum von mindestens 5 h, vorzugsweise mindestens 7 h, insbeson- 
dere 9 h erzeugt 
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